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性化するための主たる経路はFcε RI シグナ ノレによるものである。このシグナルの起 点 に は Src -family k in a s e 
(SFK)である Lyn が位置している。 現在、 Lyn の活性化メカニズム はほとんど不明であり、 この活性化メカニ
ズムを解 明することは I型アレルギー の治療にも大きく貢献しうると考えられる。 本 研究は Lyn の活性化機
構の解析を試みた ものである。 実験はマスト細胞様 ラ ッ ト好塩基球細胞株 RBL-2H3 を材料として、 B 細胞株
WEH I-2 31のシグナノレ伝達と比較解析を行った。 これら細胞のシグナル発火前 後における Lyn 自 身のチロシン
リン酸化動態について比較解析を行うことにより、 マスト細胞に独 自 の Lyn の活性化パターンを見出した 。
Lyn を含む SFK は、 k inas e ドメイン中に activating tyros in e、 C 末近傍に inhibitory tyros ine が存在
し、 両者のリン酸化状態のバランスによりそ の活性が精密に制御されている 。 Lyn では 397 番 目 のア ミノ 酸
に a ctivating t yros in e (Y397)が存在し、 この部位がリン酸化されると Lyn は活性化する。 また、 5 08番 目
に inhibitory tyros in e (Y5 08)が存在し、 Y397が脱リン酸化されて Y5 08 がリン酸化されると Lyn は不活性
化する。 これら 2 つのチロシン残基のリン酸化パターンは 4 つの型が考えられる。 すなわち、.全くリン酸化
を受けていないフォーム(I型)、Y397のみリン酸化されたフォーム(ll型)、 Y5 08 のみがリン酸化されたフォ
ーム(III型)、 そして Y397 と Y5 08 の両 チロシンがリX酸化されたフォーム(N型)である。 これら 4 つのフォ
ームの存在は以前から想定されてはいたが、 それぞ、れがシグナル伝達経路で担う役割は全く不明で、あった。
Lyn のリン酸化部位を決定するため、 Lyn をCNBr で加水分解することにより Y397 を含むフラ グメントと
Y5 08を含むフラグメントに切断し、この 2 つのフラ グメントのリン酸化状態を 解析した 。 この結果、RBL-2H3
のLyn のリン酸化状態は未熟 B 細胞 WEH I-231の Lyn のリン酸化状態とは異なることが明らかとなった 。すな
わち、 無刺激時に WEH I-231には存在しないリン酸化パターンの Lyn が存在していた。
Fcε RI s ignal 系と B c el l  r ec eptor s ignal 系では、 Lyn、 Syk、 PLC- γ など多くのシグナ ル分 子が共通し
ている。 このような共通性を有しているにも関わらず、 この両細胞系における Lyn の異なるリン酸化ノミター
ンは WEH I-231 と RBL-2H3の Lyn は異なった制御を受けていることを示唆している 。CNBr マ ッピングの結果、
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興味深い結果が得られたが、 この解析法ではE型とE型の 混在とN型を区別出来ないという欠点がある。 し
たがって、 さらに Lyn のリン酸化フォームを より詳細に分別するために段階的に免疫沈降を行い、 4 つの フ
ォームを判別する手法を考えた。 また、 材料に用いる Lyn は FcεRI シグナルに直接関 与する Lyn 分 子が局在
していると報告されている Raft 画分を調製し、Raft に局在する Lyn を解析の標的とした。 この解析の結果、
RBL-2H3には WEH I-231 には存在しないN型の Lyn が存在することが明らかとなり、 さらに a ct iv e form とさ
れているE、 N型の Lyn が無刺激状態でも若干存在することが明らかとなった。
B 細胞では脱リン 酸 化酵素である CD4 5が Raft で Lyn の活性化/不活性化を制御していることが報告されて
いる 1 ).2 )。 一方、 今回用いた RBL-2H3では CD4 5の発現が確認できなかった。
以上の結 果は、 マスト細胞において、 Lyn の活性化/不活性化の制御が B 細胞の無刺激時にみられる Lyn 活
性の抑制制御ほど厳密である必要がないことを示唆していると考えられる。 さらに、 マスト細胞ではl 分 子
レベルで Lyn の Y397と Y 508 の両方を同時に制御するシステムが存在することが示された。
2 . 背 景
アレルギー 反応のメデイエー ターを遊離 するマスト細胞/好塩基 球の 表面にはIgE 高 親 和 性レ セプター
(FcεRI)が存在する。 FcεRI複合体は、 IgEと 直接結 合するα鎖、 シグナノレ伝達の増幅に関わる3 鎖、 および
ジスル フィド結合した2 個の γ 鎖から形成されており、これらサブ ユ ニ ッ トは非共有結 合によって会合してい
る。 IgEはB細胞によって産生された 後、 Fcε RIに結 合して感作状態となる。 このIgE/Fcε RI複合体に多価抗原
が結 合することにより架橋が起こると、マ スト細胞/好塩基球は活性化されて細胞内にシグナルが伝達されて
炎症性の生理活性物 質が放出される。 このようなマスト細胞/好塩基球の機能発現の引き金を 引くFcε R Iシグ
ナル伝達にSrc-fam ily k inas e  (SFK)であるLynやFynが重要な役割を果ーたしていることが知られている3).4 )。
FcεRIの架橋 後、 最 初に認められるのは、Fc ε RI 自 身を含む多くのシグナル伝達分 子のチロシンリン酸化であ
るが、 この 初期のチロシンリン酸化はSFKによって遂行されることが明らかとなっている3 ).4 ) 。 また、 SFK 自
身も チロシン リン酸化により活性が制御されている。 SFKは、 そ の分 子構造中に共通してSH3と SH2 および
k inas e doma inを持ち、 SFKの活性制御には k inas e doma in中に存在するa ctivating tyros in eとC末付近に存在
する inh ib itor y tyros ineのリン酸化が重要であることが以前より明らかとなっている5)。
マ ス ト 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 で は 、 Fcε RI 複 合 体 中 の 3 鎖 と γ 鎖 の 細 胞 内領域の Immunorec eptor
tyros in e-bas ed act ivation mot if (ITAM)と呼ばれる. ア ミノ 酸配列中のチロシン残基がFcε RI架橋によりLyn
によってリン酸化される。 チロ シンリン酸化された γ 鎖のITAMにはSyk/ ZAP-70 fam ily tyros in e k inas eで、あ
るSy kが結 合する。 これに続 いてSykは、 ホスホリ バー ゼC- γ(PLC- γ )、 Vav、 Shcといった 下流のシグナル伝
達分 子やアダプタ一分 子をチロシンリン酸化して活性化させる。 その結果、 細胞内Ca2+動員やMAP キナー ゼ、カ
スケードの活性化を経て、 脱頼粒反応、 ロ イコトリエン ・ プロスタグランジンの産生、 種々のサ イトカイン
の 遺伝子の 転写が誘起される3)。 前述した ようにこのシグナル伝達発動に重要な役割を担うのがLynで、ある。
Lynは、細胞膜上に存在するスフィン ゴリピドおよびコレステロールに富む特殊 化した形質膜ドメ インである
lip i d  rafts (Raft)にその多くが局在していることが最近の研究で明らかとなった札 九 このRaftがレセプタ
ーを介したシグナノレ伝達に不可欠の環境を提供する可能性が示唆されている8 ).的。 Fcε RI複合体そのものも刺
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激以前にRaft外に分布し、 FcεR1 が架橋されるとこの凝 集体はRaftに移動して活性化したLynによってチロシ
ンリン酸化を受けるというモデルが提唱されている札 九 このモ デ、ノレ は、 凝 集したレ セプターがLip i d Raft 
に局在していること1 0)、局在したFcε R1 ß ， γ サブユ ニ ッ トがチロシンリン酸化を受けるという実験結果8 )から
支持されている。 LynはRaft中で、FcεR1凝 集体と直接結 合していることがすでに報告されているへ このよう
に、Lynが重要な役割を果たしていることは明らかとなったが、種々のシグナル伝達分 子の役割解明が 日 進月
歩する一方で、 最も上流に位置するLynの活性化メカニズムは 依然として不明である。
一方、 マスト細胞/好塩基球シグナル伝達は、 B車田胞シグナル伝達と多くの共通点を有しており、 B細胞でも
Lynが重要で、あることが明らかとなっている11 ) 。 片桐らの研究により、 脱リン酸化酵素であるCD4 5がRaftにお
けるLynの活性化の分 子ス イ ッ チとして機 能していることが未熟B細胞株WEH1 -231を用いて明らかとされて い
る1 )，2 )。今回用いたRBL-2H3はFcε R1 シグナル解析によく用いられているが、CD4 5の発現がFACS解析では認めら
れない凶ので、 マスト細胞においては、 Lynの制御機構も全く不明 である。
本研究では、RBL-2H3をマスト細胞のモデ、ルとして用い、Raft中におけるLynの活性化メカニズム およびRaft
を介するLynの制御機 構 を解析した。Lyn 自 身のチロシンリン酸化パターンをマス ト細胞とB細胞で比較しなが




マスト細胞の 19E FcR 感作に用いた 19E 抗体は anti- dinitroph eny1 (DNP) mous e monoc1 ona1 19E ( Sigma 
chemica1 Co. St. ， St. Lou is ， MO， USA. 以下 S1GMA と略 ) を用いた。 Western b1 0t および 免疫沈降には
以下の抗体を用いた 。 Lyn44 : rabbit po1yc1 ona1 19G Cat井 s c-1 5 (Santa Cruz Biotechno1 ogy， CA， USA) ， 
Phospho-Lyn ( Tyr 507 ) Antibody ( Anti-pLyn ) Lot: 1 非2731 S ( Ce11 Signa1 ing T echno1 ogy， 1 nt. MA， 
USA )，  Anti -phosphotyrosin e， biotin conj. ( mous e  monoc l onal 19G 2bk ， c l one  4GI0 ) Cat井16-1 03( Upstate 
Biotechno1 ogy USA， 1nc. 1 L， USA )， Avidin / HRP: 00001975 ( DAKO. A/S. D enmar k ) ， G oat 
Anti-Rabbit-1 g-HRP : ( Part: AL1 04 04 ) ( Bios ourc e  1 nternationa1 ， CA， USA ) 
抗DNP モ ノ ク ロ ー ナ ル 19E 抗 体 で 感 作 し た マ ス ト 細 胞 の 刺 激 に は DNP-a1 bumin ( a1 bumin， 
human- dinitroph enyl ) ( S1GMA )を 用いた 。 チロシンリン酸化のポジティブコントロールとして p ervana date
( PV ) ( 5% H202:健栄製薬， 日 本. ， o. 5mM Na3V04: S1GMA )刺激を行った。 B 細胞の抗原受容体刺激には G oat
F( ab' )2 fragments of anti-mous e 19M Ab ( 1CN Pharma c eutica1 s ，  1nd. OH ， USA )を用いた。
CNBr マ ッ ピングに用いた CNBr と 70判ギ酸は Wa ko Pur e  Ch emica1 in dustrial ，  1 td. ( OSAKA， JAPAN ) より
購入 した 。
免疫沈降に用いた、 Protein G Sepharos e  ( ProG )は Am ersham Pharma c ia Biotech， Ltd. ， ( Bu c k inghamshir e  
UK ) より 購 入 した。
細胞と培養:
マスト細胞様細胞株として RBL-2H3、 および B 細胞株として WEH I-231 を用いた。 両細胞株は、 東京都神経
- 3 -
大島香菜 ・ 片桐達雄/JLAS Cvo1.37， 2009) 1- 13 
科 学総合研究所の矢倉英隆博士( 参事研究員) より 恵与していただいたも のを用いた。 両細胞株の培養培地と
して、 RPM I- 164 0 ( SIGMA ) に 10見ウシ胎仔血清( JRH BIOSCIENCES， A CSL Company KS， USA) ， 10 -5M 2ー メ
ル カプトエタノール ( Wa ko ) と 2 mg/l G entamicin  s olution ( SIGMA ) を加えたものを 用いた ( 継 代 3
"'2 0 代までの flesh な細胞を使用した )。 培養 RBL-2H3 細胞 のシングノレ セ ル サスベ ンジョンには、 0 .0 5%
Tryps in-EDTA ( G IBCO， invitrog en Corporation， NY， U SA )を用いた。
Cy an ogen bromide (CNBr)マッピ ン グ:
WEH I-2 31 (4X106 c ells/mL)と RBL�2H3 ( 4 X106  c ells/mL) の両細胞を 370C、 3 時間メディウム中で培養し
た後、 370 Mbq中一orthophosphate を含む 2 mL のメディウム中で室 温 、 一 時 間培養してラベ ルした。次に 8
mL のメディウムを培養に加え、 さらに 370Cで 3時間 イン キ ュベ ートした。 ラベ ルを停止するため、 氷冷 した
PBS-VE (2 mM Na3V04， 2 mM EDTA)を加えて、 細胞を処理 した。 そ の 後、l出TNE( 1出Nonidet P-4 0， 2 0mM Tris -HCl 
( pH7.5 )， 1 50mM NaCl， 2 mM Na3V04， 2 mM EDTA)で細胞 を溶解し、 可 溶化サンプルを 30 分間 、 40C、 10， 000
X g で 遠心 し、 そ の 上清を解析 に用いた。 それ ぞ れ のサ ン ブ ロルから Lyn44 を結 合させた ProG で Lyn を免疫
沈降したω。 抗Lyn 抗体 ProG ビ ーズ 沈降物に SD S-PAGE sample buff er ( DW 4 .  0 mL、 0.5 M Tris-HCl pH 6.8 
1 .  0 mL、 グリセ リン 0 .8 mL、 10 見 SD S 1 .  6 mL、 2 - ß メル カプトエタノール 0 .4 mL、 0 .0 5 覧( w/v )ブロモ
フェノーノレブルー 0 .2 mL )を加えて 90 �98 oCで 5分間加熱し、 10話SDS-PAGE で 展開し、 nitroc ellulos e 
membrane ( Bio-Rad Laboratories， CA. USA) に transfer した。Autoradiography および Lyn44 immunoblotting 
により検出したメンブレン上にある Lyn タンパク質をメンブレン ごと 切り出した。 こ の 切片を CNBr 溶液
(1 50mg/mL 70覧ギ酸中) 2 50μL 中にて室 温 で 2 時 間 イン キ ュ ベ ートしてタンパク分解を行った。 溶出した ペ
プチドを凍 結乾燥 処理によって3回 洗浄する こ とでギ酸を除去した。洗浄後、分解乾燥 産物 に SD S- PAGE sample 
buffer を加えて 5分間 90 �98 oCで加熱 後、 1 5�2 5% gradient g el ( 第一 化学薬品株式会社， Tokyo， JAPAN ) 
で 展開、 polyv inylidene fluoride ( PVDF ) membrane ( Bio-Rad ) に transfer し、 BAS 2 000 system で解
析を行った。
Raft画分の調製:
Cell ly sis 
① WEH I-2 31 細胞 3.5X107 c ells/dish ( 10 cm径細胞培養ディ ッ シ ュ )に PV 1 mL、Anti- IgM Ab ( 2  mg/mL ) 
1 50 μL を加えて 3分間刺激した。 氷冷 した PBS-VE ( 1 mM Na3V04、 1 mM EDTA ) で刺激を停止 した。 3dish
分の細胞を回 収し、 3， 000 rpm、 1 分 遠心 後、ベ レットに 0.5 � Triton-X100-TNEVA ( 1 50 mM NaCl、 10
mM Tris pH 8.0、 1 mM EDTA、 2 mM Na3V04、 Aprotinin 10μg/mL ) を 1 mL 加えて細胞を可溶 化後、 氷 上
で 30 分 静置し、 B c ell lysate とした。
②RBL-2H3細胞 O.53X107  c ells/dish (10 cm径細胞培養ディ ッ シ ュ )に Anti-DNP IgE 2 .  75μg を加えて感作、
もしくは IgE を加えず 37 oC の CO2 イン キ ュベ ータで 24 時間培養した。 感作した細胞には D NP-albumin を
2 00μL 加え 3 分 イン キ ュ ベ ートして刺激した。 ポジティブ コントロールとして、 感作していない細胞に
PV 1mL を加え 3分 イン キ ュ ベ ートして刺激をした。 ま た、 ネ ガティブ コントロールとして感作していない
細胞を無刺激で回 収した。 そ れ ぞ れ、 ディ ッ シ ュ 4 枚 に相 当 する細胞の 上清をア スピレートし、 0 .5話
Triton-X100-TNEVA を 1 mL 加えて可溶化し、 回 収した も のを Mast c ell lysate とした。
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ショ糖密度勾配超遠心
①、 ②で得た lysate よりショ糖密度勾配超遠心法で Raft 画分を 調製した。 Sucros e (和光純薬)を Rafts
buff er ( 2 5  mM Tris、 1 50 mM NaCl、 2 mM EDTA、 1 mM Na3V04 )に溶かし、 85出sucros e buffer、 35出su cros e
buffer、 5出 sucros e buffer を 調製した。超遠心チ ューブ( 14 x 89 mm. UC tub e  BECKMAN-， CA， USA )中で
85出su cros e buff er と c el l l ysate をそれ ぞ れ 1mL ずつ 混合した。そ の 混合液上に6ml の 35出su cros e buffer 
を重層 し、 さらにそ の 上に 2 .5 mL の 5 覧 sucros e buffer を重層 して、 非連 続 ショ糖密度勾配を作製した。
密度勾配を 調製したチ ューブを SW4 ITi ローターに セ ッ トして、超遠心機 ( BECKMAN L -70 ) で40C、2 00， 000
X g で約2 0 時閣遠心した。 遠心後、 チューブを回 収し、 gradi ent の 上から 1 mL ずつ、 フ ラク シ ョン 2 �12
を分画した。
生産注隆 :
180μL ( 60μL/sampl e  ) の Pro G ビ ーズを PBS- VE ( 1 mM Na3V04、 1 mM EDTA )で 3 回 洗浄した。 洗浄後、
Pro G ビー ズに各抗体を 6.75μg (2 . 2 5μg/sampl e)、 PBS -VE 4mL、 10 出 NP-4 0 2 5μL をそれ ぞ れ加えて 2 .5
時間 イン キ ュ ベ ートして、 抗体ービ ーズを作製した。 抗体ー ビ ーズを PBS- VE で 3 回 洗浄し、 ip buffer ( PBS- VE 
600μL、 Aprotinin 500μg、 L eup eptin 500μg、 10削P-4 0 30μL ) を加え、 1 .5 mL チューブ ( スクリュー
キャ ップ付 )に 2 00μL ずつ分注した。 ここに分画サンプノレを加え、 ov er night イン キ ュ ベ ートした。 沈 降
物を wash buff er ( 50 出0.5弘Triton-X100-TNEVA、 50 見 PBS -VE ) で 5 回 洗浄し、 こ の 沈降物 に SD S-PAGE
sampl e buff er を 100μL 加えて 90 �980Cで 5分間加熱した。 こ の 上清を SDS-PAGE で 展開した。
SDS-PAGEとWestern blot : 
ラージゲルを用いた SD S-PAGE は、 二 連リアル スラブ 電気泳動 装置 ( BIO CRAFT ) で、行った。 ミニゲルを
用いた SD S-PAGE は、 ミ ニプロティ ア ンEシステム(B io-Rad)で行った。 泳 動 後、 ア ク リル ア ミ ドゲ、ルを
blotting buff er ( 2 5  mM Tris、 192 mM グリシン、 2 0 見 v/v メタノール、 p H 8.3 )で平衡化した。 平衡化 後
の ゲルを nitroc el lulos e membrane ま たは PVDF membrane に transfer した。 ラージゲルを用いた場合は、 ト
ランスプロ ッ トセ ノレ ( Bio-Rad ) を用いて 2 0 V， 1 5 時間 プロ ッ トした。 また、 ミニゲ ルを用いた場合はミ
ニプロティ アンEウ エ スタン プロ ッ トモジュールシステム ( Bio-Rad ) を用いて 90 V， 180 分プロ ッ トした。
プロ ット 後のメンブレ ンは 5出BSA-TBS にて ov er night ブロ ッ キングした後、 TTBS で 2 回、 TBS で 2 回 洗浄
した。 洗浄後、 メ ンブレンは一次抗体に ov er night 反応させた。 こ の 後、 メンブレンを TTBS で2 回、 TBS
で 2 回 洗浄後、 二次抗体と 1 時間 反応させた。 反応後、 メンブレンを TTBS で 2 回、 TBS で 2 回 洗浄した 後、
ECL 発色 キ ッ ト ( Amersham ) にて Film ( Koda k  BioMaxMR1 ) 上に 露光した。
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4 . 結 果
Lyn 分子内のリ ン酸化部位の決定 (CNBrマッピ ン グ )
Src-family k inas e である Lyn にはリン酸化されうる tyros ine が二 つ存在し、 一 つは activating tyros ine
(Y397)、 もう一つは inh ib itory tyros ine (Y508)である。 Lyn の分子モデ ル および CNBr マ ッ プを Fig. 1A に
示した。 これら二つの tyros ine の リン酸化パターンには四つの フ ォームが存在しうる。 すなわち、 どちらも
リン酸化を受けていないフ ォーム(I型)、Y397 の みリン酸化されたフ ォーム(II型)、Y508 の みがリン酸化さ
れたフ ォーム(III型)、 そしてY397とY508 がリン酸化されたフ ォーム(N型)である。 これら 4 つの フ ォーム
を Fig. 1B に示した。
マスト細胞 の 刺激前 後における Lyn分子内の リン酸化部位を決定するためにLyn を CNBr で限定加水分解し、
Y397を含む 8 ;4 kDのプ ラ グメントと、Y508 を含む 4 �2 kD の フ ラ グメントに切断し、 これらフ ラ グメント の リ
ン酸化状態について解析した。 この結果、 RBL-2 H3 では、 WE H I-231(未熟B細胞株)の リン酸化ノミターンとは
異なる結果を示した。 すなわち、 WE H I-2 31 の無刺激状態では両方の フ ラ グメントでリン酸化チロシンが検出
されなかったのに対し、 RBL-2 H3 の 無 刺激状態では両方 の フラ グメントでリン酸化 チロシンが検出 された
(Fig. 1C)。
また、 脱リン酸化酵素阻害薬である PY(Pervanadate)、 もしくはレセプター 刺激により細胞を刺激すると、
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Fig.1: RBL -2H3とWEHI-231 に おけ る Lyn のリ ン酸化部位:
A: CNBrマッ プ B: Lyn の リ ン酸化 パターンの 4型
C: RBL-2H3とWEHI-231 を 32P-orthop hosp hate で ラベルし、 方法で 示 した よう に刺激 し 、 可溶化 サンプル を 作製 した。 それぞれのサン
プルから Lyn を抗Lyn抗体で免疫沈降して SDS-PAGEで 展開 した 。32pで、ラベルされた Lyn を nitrocellulose membrane から溶出 し、CNBr
で 切断 した。 CNBr処理 した ペ プ チドサンプル を 15-25% gra dient gel で 展開 し、 P VDFメンブレンに ト ラ ンスファー し、 BAS 200 0 で
検出 した 。
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Raft内もしくはRaft外に存在するLy n 分子群の シグナ ル伝達への関 与の検討
Fig. 1 に示した CNBr マッ ピングの実験結果は、 RBL-2H3および WEH I-231 において total c el l  l ysate 中で
の Lyn のリン酸化ノミターンを検討したものであった。 一方、 total c el l  lysate を用いた解析の結果、RBL-2H3
では刺激の有無に関わらずY508 のみがリン酸化された Lyn(p Y508 Lyn)のリン酸化量の変化を認めることが
できなかった(Fig.2 A) 。 本来、 刺激によって pY508 Lyn は減少するはずであるので、 Fig.2 A の結果は Ra ft
外にある Lyn 分子の影響によると考えられる。 すなわち、 Fig.2B に認められる ように Raft 画分に認められ
る Lynはフ ラクション4 �6に局在しているが、この他 フ ラクション 10 �12 に相 当 する Lyn は Raft 外にあり、
常に不活性状態 (Y508 のみがリン酸化した状態) であるため、 本来 Fc ε R I シグナルに関与している Lyn のリ
ン酸化ノミターンの検出を困難にしていると想定された。 そ こで、 Raft 画分をショ糖密度勾配超遠心 法を用い
て調製し、 Fcε R I シグナルに直接関与する Lyn を解析のター ゲ ッ トとした。
醤 Fι純0，.
{守
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RBL-2十億
A: RBL- 2H3細胞を1.OX107 C巴lls/dish に 調製し、 α DNP I gE (0.45μg/mL)で 370Cで 24時間感作した後、 3分間抗原刺激した(DNP )。
また、 感作し ていない細胞をPVで 3分刺激した(P V)。 感作および刺激しない細胞をサンプルとした場合を(一)とした。 それぞれの細胞
は4dish分を回収し て、 TNE (150 mM NaCl、 10 mM Tris þH 8. 0、 同NP - 40、 1mM ED TA、 2 mM Na3V04、 Aprotinin10μ g/mL)で可溶化し、
total cell ly sateとした。 Total cell l ysateをSDS-PAGEで 展開し、 α-pY508 Lyn blotを行った。
B: RBL- 2H3および肥HI- 231を刺激し て 可溶化し、 ショ糖密度勾配超遠心法に より Raft と Raft外画分に分画した (材料と 方法参照)。
遠心 後分画したフラク ション 2-12のうち3，4，5，6，10，11，12フラクション より サンプルを調製し て SDS-PAGEで 展開し、Lyn44でα-Pan
Lyn blotを行った。
段階的免疫沈降によるLyn の リン酸化パター ン分類
Fig. 3A で示す Lyn のリン酸化パターンの I �1Vのうち、 CNBr マ ッ ピング法は、E型と皿型の 混在によって
生 じるこつのバンドを検出しているのか、 あるいはlV型が存在することによってこれらのバンドが検出され
ているのかを区別することができない(Fig. lC) 。 そ こで、 Lyn の四つのフ ォームを分別することを試みた。
今回は、 total c el l  lysate ではなく、 シグナル伝達に重要な Lyn分子が局在する Raft 画分を出発材料とし
て、 段階的に異なる抗体で Lyn の免 疫沈降を行うことにより分別を行った(Fig. 3A)。 それ ぞ れの沈降サンプ
ルに含まれる Lyn を Westerri blot で比較解析した結果を Fig. 3Bに示した。
lV型の Lyn は、 この実験において Fig.3B- l でα- pY508 抗体により検出される。 Fig.3B- l に示す ように、
WEH I-231 ではα- pY508 抗体 b l ot でバンドが検出できなかった。 一方、 RBL-2H3 では相 当するバンドが検出
できたことから、 lV型の Lyn は WEH I-231 には存在せず RBL-2H3には存在することが示された。
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さらに、 Fig. 3B-l に示す ように RBL-2H3 サンプρル より 4GI0 で沈 降してきた Lyn (II型とN型 )の量と
WEH I-231 サンプル より 4GI0で沈降してきた Lyn (II型 )の量は、 PV 刺激および抗原刺激により増加した。
4GI0での免疫沈降に続 くα-pY 508 抗体での免疫沈降によって理論的にE型の Lyn を沈降させることができ
ると期待された。 しかし、 Fig. 3B-2 に示したように、 この操作の沈降物 からはどの型の Lyn も検出されなか
つ、た。
最 後のα- Pan Lyn 抗体での免疫沈 降では、 理論的に I型の Lyn だけが沈 降してくると想定されたが、
























Fig.3:段階的免疫沈降 に よ る Lyn のリ ン酸化パ タ ー ン の決定:
A: 
① 最初に 、 α-pY508特異抗体を用いて、 LynのpY508をブロックした。
②このサンプル 中のY397が リ ン酸化された状態のLyn (ll、 IV型)をα-PY抗体(4GlO)で免疫沈降した。
③次に この上清に ProGを加えて、 ブロックに 用いた α-pY508抗体を沈降し、 α-pY508 Lyn (III型)を 回収 した。
④ さらに 上清からα-Pan Lyn抗体を用いていずれの操作でも沈降 されなかった残りのLyn (1型)を 免疫沈降した。
B :  
①から④の各段階における沈降物を SDS-PAGEで 展開 し、 膜転写 後、 それぞれα-Pan Lyn抗体、 α-pY508 Lyn 抗体でbl o t を行った。
B- l : α-PY抗体で沈降したLyno B- 2: α-pY508 Lyn抗体で沈降したLyno B- 3 : α-Pan Lyn抗体で沈降したLyn。
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5. 考 察
Lynは、 I型アレルギ一発症に至るマス ト細胞のFcε RIシグナル伝達の起点に位置し、 重要な役割を担って
いる。 Lynの活性化メカニズムを解 明することはFcεRIシグナル伝達を解 明する上で重要であると考え、 Lyn
自身のチロシンリン酸化ノ号ターンの解析を行った。 解析にあたり、 マス ト 細胞のシグナル伝達と多くの共通
点を持つB細胞を用いた実験結果と比較解析を行った。
第一 の実験では、 LynをCNBrで、限定加水分解 することによりLyn分子内のリン酸化部位を決定した。 この結
果、 無刺激状態において、 マス ト細胞様細胞株 RBL-2H3と未熟B細胞株 WEH I-231におけるLynのリン酸化パタ
ーンに違いが認められた。 すなわち、 WEH I-231にはY397とY 508の両 tyrosi neで、リン酸化が検出できなかった
のに対し、 RBL-2H3においては、 Y397とY 508の両方のtyrosineのリン酸化が検出 された。 この結果から 、
WEH I-231とRBL-2H3の無刺激状態におけるLynのリン酸化パターンは異なるということが示された。 この結果
は、 マス ト 細胞のシグナル が無刺激状態で、も若干 通 じており、 細胞が活性化しやすい状態にあるということ
が示唆される。 斉藤らの報告によれ ば、 マス ト細胞 は弱し1刺激により増殖状態に入札 より強い刺激によっ
て完全に活性化して炎症性のサイ ト カインを分泌することを示している14) ，15) 。 今 回の結果はマス ト細胞であ




のバンドが薄く、 RBL-2H3ではリン酸化Y 508のバンドが薄い結果が得られた。 この結果はWEH I-231ではレセプ
ター刺激によってY397のみがリン酸化されたLyn(II型 )はわずかにしか増加 せず、 RBL -2H3ではWEH I-231と比
べてより増加した結果であると考えられる。 ただし、 このCNBrマ ッ ピング法はリン酸化の量的変化の厳密な
解析には適していない。 この方法は、 リン酸化の質的な解析に適しているが、 量に関しては実験過程 での手
技的な影響が結果に反映しやすいため、 この結果は別の方法で再度確認する必要 性がある。
Fig. 1の実験はtotal c ell lysat e中のLynを解析対象としたものであった。 しかし、 RBL-2H3のtotal c ell 
lysat e中のLynを材料として;解析を行うとY 508のみがリン酸化したLyn (ill型 )は無刺激時と刺激時で有意な
差異を認めることが出来なかった(Fig.2 )。 本来、 シグナルに関 与したLynを実験材料とすれ ば差があるはず
なので、 この結果はRaft外にあるLynが定常的に不活性状態にあるため、 本来FcεRIシグナル伝達に関与して
いるLynのリン酸化ノ号ターンに影響をおよぼしたためと考えられる。 このため、 今 後の解析のターゲ ッ ト とし
てシグナル伝達に不可欠の環境を提供するRaft中のLynに注目することにした。実際にRaftを分画したとこ ろ 、
Lynの多くはRaft画分に集積 していた (Fig.2 )。
CNBr分解によって無刺激状態のWEH I-231とRBL-2H3におけるLynのリン酸化状態が異なることが示されたが、
この実験では、 Fig.3Aに示すE型とE型の 混在サンプルの分解結果とN型の分解結果を判別することが出来
なかった。そこで、Fig. 3Aに示す4つのフォームのLynを判別するために3種類の特異抗体(α- PY 抗体(4GI0)、
α-pY5 08 Lyn抗体、 α-Pan Lyn抗体 )を用いて段階的に免疫沈降する方法を試みた。
Fig. 3における段階的免疫沈 降のα- PY抗体による免疫沈降はE型とW型のLynの検出を目的としたもので
ある 。実験の結果、α-pY508で、検出されるW型のLynはWEH I-2 31においては検出されなかった。 一 方、RBL-2H3
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では検出され、 このバンドは刺激時のみならず、 無刺激状態でもわずかに観察された。 この時、 α-Pan Lyn 
で検出されるLyn のバンド (RBL-2H3:II型 ・ N型、 WEH I -231 :  II型)は刺激 後増強が見られた。 これらの結果
は、N型のLynはWEHI-231には存在せず、 RBL-2H3には存在していることを示すものである。 今 まで、N型のLyn
は、 多くの研究者により漠然と存在すると考えられてきた。 今回の結果により、 少なくともマスト細胞シグ
ナル伝達系においてこのN型のフ ォームはなんらかの特別な機 能を持つのではないかと思われる。
α-PY抗体での免疫沈降上清からα-pY 508抗体で、免疫沈降することによりE型のLynを沈降しようと試みたが、
どの型のLynも沈降させることが出来なかった(Fig. 3 B-2 ， C-2 )。 この結果は、 E型のLynが存在しないこと
を示すものではないと考えられる。 すなわち、E型のLynは生細胞内ではα-pY508抗体が認識する抗原決定基
がSH2 との結 合により、 隠された状態にあるためにα-pY 508抗体で、沈降することができなかったと考えられる。
この仮説を裏 付ける ように、最終的なα-Pan Lyn抗体による免疫沈降で、はE型のLynが多く検出された。 また、
予備実験において、 RBL-2H3Raft画分よりα-pY 508抗体が国型のLynを免疫沈降しうることは確認済みである
(data not shown)。
最終的なα- Pan Lyn抗体で、の免疫沈降で、は I型のLynのみが沈降してくる ように実験仮説を立てていたが、
実際の沈降物 中にはE型が多く検出され、 刺激 後も多量に検出された(Fig. 3 B-3， C-3)。 この結果は、 細胞
が刺激された状態であっても多くのLyn分子は不活性状態にあり、 SH2 とpY 508が結 合した状態のま まであり、
シグナル発火に関与するLyn分子は全体の一 部だ、けで、あることを示しているのかもしれない。
α-Pan Lyn抗体で、の免疫沈降による沈 降物 中にIII型のLynが含まれていたことは 初期の仮説の想定外であ
り、 全くリン酸化されていなし\Lyn (I型)の有無を今回用いた段階的免疫沈降法では確認することが出来な
かった。 この沈降物 の ki nase assayの結果、 刺激により、 自己リン酸化活性の充進が認められた(data not 
shown) 0 III型のLynで、はY397が立体構造によって 隠されているため、分子内の 自己リン酸化は不可 能と考えら
れる。 したがって、 自己リン酸化冗進を示したLynプール は 自己リン酸化部位がオープンとなっているI型の
Lynで、あり、 I型のLynは最終沈降物 中に存在していると考えられる。 今回の実験では、 この点を明確にする
ことは出来なかったが、 I型とE型のLynを分離し、 それぞ れのLynの k i nase assayを行うことでより詳細な
Lynのシグナル 関与のメカニズムが明らかになるものと期待される。
WEHI-231におけるCNBrマ ッ ピングでの無刺激状態ではY39 7とY 508両方のリン酸化が認められなかったのに
対し、 段階的免疫沈降での無刺激状態ではY 508のリン酸化が検出された。 これは、 32 pを代謝的にラ ベル する
際、E型のLynは閉 じた立体構造をとっているためにこの実験で、の32 p処理時 間では不十分であったためと思わ
れる。 このようなLynのそれぞ、れのフ ォームの半減期を 調べることも重要である。
RBL-2H3とWEH I-231の無刺激状態においてLynのリン酸化ノミターンが異なっている 原因として2 つが考えら
れる。 ひとつは今回 用いたRBL-2H3�こはCD4 5の発現が認められないことと関連していると考えられる。 RBL-2H3
にCD4 5が発現していないことは以前にFACS解析により報告されておりω、 我々が行ったWest ern blot解析で、
もCD4 5発現が認められなかった( data not shown) 0 WEHI -231ではCD4 5が多量に発現しており、 そ の一 部がRaft
で、Lynの活性を制御することにより、 無刺激状態で、はRaft中にI型のLynのみが存在することが報告されてい
たが仏2 )、 今回の実験からE型のLynも存在する可 能 性が示された。 一方、 RBL-2H3においてはCD4 5が存在しな
いことからWEH I-231のようにLyntま厳密に制御されていないのかもしれない。 無刺激状態においても活性型の
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Lynがわずかに存在するのはこのためであ ろう。もう一 つの可 能性はCD4 5と異なる脱リン酸化酵素がマス ト 細
胞のLynを厳密に制御していることである 。4種類のフ ォームのLynが無刺激状態で、もこの脱リン酸化酵素の制
御下でコン ト ロール された状態で存在しているのかもしれない。 最近、 マス ト 細胞系の細胞に限局して発現
しているとされるPTP E も脱頼粒反応のシグナルに関与していることが近年明らかとされており16) マス ト細
胞シグナル制御における各種PTPの役割解明が期待される。
最近の研究では、 Lyn-/-マウス骨髄 由 来マス ト 細胞 は脱頼粒反応が充進することが示されている。 また同時
に、 Lynと 同 じ Src-family k i naseで、あるFynが欠損したマス ト 細胞での実験 より、 脱頼粒反応はFyn非存在下
では減少することが示された17).18) 。 すなわち、 これらの報告の意味するとこ ろ は、 マス ト細胞シグナル伝達
におけるポジティ ブレギ ュ レーターはFynで、あり、 Lynはネ ガティ ブレギ ュレーターとして機 能しているとい
うことである 。 もしも、 この結果が正しいとすれ ば、 今 回の実験で示されたRBL-2H3の無刺激状態における微
量の活性型Lynの存在は無刺激時においてはシグナルが過剰に伝達されない ように沈 静化状態を維持するこ
とに関与しているのかもしれない。 また、 刺激による活性型Lynの増加はFynシグナノレ 活性化 後にシグナル 沈
静化のために働くものであるかもしれない。
今 後、 W型のLynが生ずるメカニズムや、 CD4 5とは異なる脱リン酸化酵素、 ま た、 Lynのネ ガティ ブレ ギ ュ
レーターであると報告されているubiqu itin-prot ein ligaseω.2 0)などによってどのようにLynが制御される
のかを解 明することがFcε R Iシグナル伝達の発信メカニズムを理解する上で重要であると考えられる 。 また、
今回本研究でその一 端を明らかにできたようにRBL-2H3とWEH I-231におけるLynのリン酸化ノ号ターンの違いを
比較解析することで、 マス ト細胞とB細胞におけるそ れ ぞ れ独 自のLyn制御機 構が解 明で、きると期待される。
この ようにマス ト細胞 独 自のシグナル伝達ルートあるいはB細胞 独 自のシグナル伝達ルー ト が明らかになれ
ば、 マス ト細胞あるいはB細胞のみに作用し、 副 作 用の少ない薬物を開発できる可 能性は高く、 将来的に臨床
応用にも寄与できることが期待される。
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天然植物抽出に含まれる抗アレルギー物質の探索
-RBL-2H3来日目包のシグナル伝達に及ぼすリョウブ抽出液とイヌツゲ抽出液の効果-




マスト寿町包の頼粒放出に及ぼす効果を検討するため、 第一 スクリーニングにはマスト 高剛包様車問倒朱 阻:L-2H3を用いた
ß -hexo田町i也se 放出測定系を用いた。 この第一 スクリーニングの結果は、 各サンフ ツレの 阻:L-2H3 に対する細胞毒性効
果を内包する可能性が高い。 したがって、 第二スクリーニングで、は、 各抽出液の細胞毒性を車問包生存 率、 車問卸司期の観
点より角勃庁を行った。 用いた方法は、 Propid印刷ideによる蜘染色であり、 生存率の確認と糊鯛期への影響を同時
に角斬することで、 各抽出液が昭:L-2H3細胞に及ぼす効果を確認した。
両スクリーニングpの結果より、 イヌツゲ (刀θ� crena白 ) 樹皮抽出液は頼粒放出を増加させること、 一方、 リョウ
ブ (的 t的白rbinervis )期由出納課買粒放出を抑制することを見出した。 19E 感作間:L -2H3の抗原刺激時における3
寸】exo 回国ni出 se の放出量を基準として、 一イヌツゲ抽出液前処理により放出量は、 対照群と比べて約 1.6倍増加した。 一
方、 リョウプ抽出液前処理では、 対照群と比べて、 およそ半量に抑えられた。 リョウブ抽出液は、 顕著な頼粒放出抑制
効果を示したので、 このメカニズムを解明するため、 細胞内シグナルへの影響を調べた。 この結果、 リョウブ抽出液は
車問包内チロシンリン酸化シグナルを抑制することが明らかとなった。 すなわち、 この抑制は、 細胞内シグナルカスケー
ドの上流に位置する訂c-family ki naseである Lynのキナーゼ活性を抑制する可能性が示唆された。 Lyn は、Fc E受容体か
らのシグナルにより活性化されて自己分子中の酵素活性ドメイン内にあるチロシン残基の自己リン酸化が増強するが、




ろ全く不明である。 一方、 リョウブ抽出液処理では、 マスト細胞に由来するアレノレギ一回芯を抑制する可能性が考えら
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れる。 リョウブ抽出液の作用点は、 Lyn またはLynの上流のシグナノレと考えられる。
以上の結果は、 アレルギ一発症樹蕎に作用を持つ天紫物質の標的分子が細包内チロシンリン酸化シグナルを特異的に
抑制する可能性を示唆しており、今後、抗アレルギー薬の作用機序を瑚卒する上で重要な意味を持っと思われる。また、




19E 関与のアレルギーは、 今 日 広く用いられている白佃JbsとGe1のアレルギーの4 分類において、 第 I 型に分類される
ものであり、 19Eとマス ト細胞の関与する即時型過敏症として他のアレノレギーと区別されている。。
I 型アレノレ ギ一発症の概要は、 三段階よりなる。 まずアレルギーの原因となる抗原(アレルゲン ) の感作により、 抗
原特異的な19Eの産生がB細胞に誘導される。この過程はT 細胞依存性で、百2 型T車問包の活性化とそのサイ トカイン産
生(IL-4、 正一 13)が必須である。 IL-4、 正一13およびT 細胞表面共刺激分子(CD却など)の束|臓により、 B棚包は19E産生細
胞へと分化成熟するM。次いで、 第二段階では、 産生された19Eが引き金になってマス ト 細胞が活性化される。 その機
構は、 19E のマス ト 車問包や好塩基球細胞表面の高親和性 19Eレセプターである Fc E阻への結合、 すなわち 19E 感作が必
要条件となる。次し、で、 第二 段階では、 アレノレゲンに再ひ漂露することにより、 この細胞上の 19E に多価アレルゲンが
結合して 19E/Fc E阻複 合体が架橋されると細胞は活性化され、 細胞内シグナル伝達が起こり、 マス ト 細胞から炎症性
の生理活性物質が放出される制。 第三段階は、 マス ト 細胞から放出された生理活性物質の作用段階である。 マス ト 細胞
質内好塩基性頼粒に貯蔵されたヒスタミンなどが放出されるとともに、 アラ キドン酸代謝物であるロイコ ト リエン
(le北:otrieが LT) や トロンボキサンなどの化学伝達防質が平輔事の恥縮、 血管の拡張、膨端、の充進が生 じ、 即時型ア
レルギ一反応の病状が惹起されるのである。
上記の I 型アレノレ ギ一発症梢嬬より、 免疫学的に抗アレノレギー薬をデ、ザ、インするとすれ同標的関芯もまた三段階ある
ことになる。 現在アレルギ一治療薬はステロイド剤 や抗ヒスタミン薬の使用が一般的であり、 標的段階としては第一 段
階、 もしくは第三段階に作用するものが主である。 例えば、 ステロイド、剤 は上述の第一 段階をブロ ックするが、 免疫系
の生体防卸周芯全般をブロ ックしてしまう。 また、 抗ヒスタミン薬は上述の第三段階をブロ ックするが、 生理的に必要
なヒスタミン即芯をもブロ ックしてしまうため副作用が現れる。 このように現在の抗アレノレ ギー薬は副作用が強川新
たな副作用の少ない抗アレルギー剤の開発研究の主流は、 第二 段階、 すなわちマス ト 車問包 活性化の制御に向けられは じ
めている。 この研究の時流の中で、近年特に注目されているのが、 天然物由来成分である。46億年かけて生命が現在ま
で進化する過程で、 免疫系は自己と非 自己を認識する必然をもって発達したものと考えられ、 わずか数百年の歴史を持
つ人工化学物質よりも、 天然物の中には未知の免疫制御物質が存在していると考えられる。 マス ト細胞活性化制御物質
を天然物 由来成分より探索する試みの歴史は浅いが、 それでも抗アレルギ一作用のある天然物として、 マス ト 細胞内の
町一κB 活性化の特異的な阻害効果のある aucubinを含有するアオキ(Auc.血japonica) 5) やマス ト糊包の脱願粒の阻害効果
のある附ri四tin を含有するヤマモモ働1"ca rubura) 6)、 同じく脱願粒の阻害効果が認められるヨモギ刀が報告され始め
ており、 これらがアレノレギ一発症の第二 段階にし、かに作用するか研究の進 展が期待されている。
本研究ではラ ッ トのマス ト 車剛倒謝、剛倒朱問 L一却3を用いて、 抗原京|搬時のマス ト細胞の頼粒放出に影響を与えるよう
な全く新しい天然物由来秘法探索したものであり、 探索の結果、朔重の天然物 より興味深い効果を確認することがで






日1JP-a1buninω凶nin， hurær吋initro仲間y1) (Si 即日chemica1白.， St. Lowis， M)， USA)を用いた。 ß -hexos掴山i也se の
基質として、 p -nit 均heny1-2 -ace白血do-2弛0町 ß -g 1u∞p yranosideを(Walω而rech姐伺1 In出str 泊1， Ltd 白地JAPAN)
より購入した。Sira伊nianbu ff，町の調製に用いた目隠その他の試薬はすべて特級詐擦をWalωPure出町i回1 In出s廿ia1， Ltd 
m雌九JAF釧〉より購入した。 細胸司期測定時に用いた、 リボヌクレアーゼA、 ウ刈朝蔵由来、 および戸。pidiun iodide Lot 
湖沼72 1はそれぞれWalω而r民b朗d回1 In出stria1， Ltd 白紙九JAP却と Si伊13 che四回I仏， St. Lowis， M)， USA より購入
し九19E抗体は anti 寸initro pheny 1⑪伊，) llDuse llDnoclona1 (Si gn:a ch倒ica1 Co. ， St. 1ρwis， MJ， USA) を用いた。 免疫
沈降時には、 Protein G Sepharose�仙ærs加n Pharn:acia Biot 吋1， Ltd ， 匝lck in出amshire UK)を用いた。
West ern b 10t およひ涜疫沈降には以下の抗体を用いた。 Lyn(44): rabbi t po1yclona1 IgG回t持sc-15， Lot 出170 (San白仕u
Biotec hno10gy， CA， USゆ、 日10叩ho-Lyn: (Tyr507) Anti民dy Lot: 1抱731S (Ce 11 Si伊a1ing T，配hno10gy， Int. 阻， USA)、
Anti --Fho梢lOtyrosine 恥n∞10na1 Anti加dy:1ρt: 1削 4 11 (1白11 Si伊aling Tec hno10gy ， Int. 胤， USゆ、 Anti引10叩hコ匂rrosine，
biotin ∞nj. (irouse llDn∞10na11仇κ， clα1e 4G1ω， 臼t持16--1ω仇s句teBiotechno1ogy USA， Inc. 11， USA)、 凶4/42胤P胞団se
Anti 加dylρt:11 (1白11 Si gnali 昭T吋mo10gy， Int.胤目的、 rhos:p胎下44/42胤P Kinase但1Y202/Tyr2 ωAnti加dyLot : 16 (Ce11 
Signa1i昭 Techno10gy， Int. 阻， usA)、 Avidin/HRP: 1ρt 加古侃8(2 01)①V\Ko. Aβ， D e四回)、 品at Anti也bbit-Ig -HRP: 
仇rt:ALIO 却4) 侶iosource Internationa1， CA， USA)、 品at anti"'1IDuse I gG--HRP: sc-2 閣広iρ出�251 (:臼nta Cruz Biotech no10gy， 
α， USA)、 白at Anti-Rabbit-AP侶io-Rad La凶m加，yies， Inc. C九回ω
植物抽出液:
スクリーニングに用いた植物抽出液は、 l∞%エタノーノレと植物体を 3: 1 (v/v)の割合で抽出した。(本研究でスクリ
ーニングに用いた植物 サンブツレは富山大学 ・ 医学部 ・ 生物 学教室の荒舘忠先生より恵与されたものである。 )
リョウブαθ的m白rbinervis匂澗in ToyaIm， Jap an)穀由出液 (白日) は、 来f鮮な 1印g の葉を4 50mlのエタノーノレぐWako
Purech 明i 回1 Ind田廿臼1， Ltd 白紙九JAPAlゆで、 室 温で4 日 間抽出し、 吸ヲ陥範品したものである。
倒Eの分画
条件検討実験として、 3本の 1.5 mlチューブにそれぞれ回目 3∞μlを加えて、回四を減圧下で乾固させた。 そして3
本それぞれに、 ミリQ水ぬOμIを加えて溶解させた。 この時点で溺酸性であった水溶液を、 別配1と山地佃を用いて
酸性的凶 4 )、 中性側7)、 アルカリ性側10) に調整した。次に、 それぞれのチューブにクロロホルム 3∞μlを加
え、 よく浩ぜ、 遠心して二層に分離させた。 下層のクロロホルム層を別のチューブに回収 した。 この操作を4 回繰り返
し、各凶につき 12 ∞μ 1のクロロホノレム抽出液を得た。クロロホノレム層の回収 後、 酢酸エチノレ 3∞μlを加え、よく湯ぜ、
遠心して二層に分離させた。 そして上層の酢酸エチル層を別のチューブに回収 した。 この操作を4 回繰り返し、各凶 に
つき 12 ∞μlの酢酸エチノ吋由出液を得た。 酢酸エチノレ層の回収 後、 残った水層を、 1NOC1と問地問を用いてそれぞれ中
性側6ーηにあわせた。次に、 得られた抽出液サンプルを、 細胞を用いtd見頼校の系にもちこむために有機溶媒を除
いた。 抽出液を乾固させ、 それぞれのチューブに75μl の 1CXYhエタノーノレを加えて再溶解させt'Coさらに75μl の D.耽
を加えて溶かした。 実験には、 この抽出液30μIと、 問6エタノール却μ 1を混ぜて用いたゆ。
倒E 10 mlを減圧下で乾固後(抽出物 : 0.2 g)、 B耽lO mlに溶解し、 別配lを用いて酸性保句PH 4 )、 に調整した後、
クロロホルムで抽出した。 クロロホルム層を回収 し、 減圧下濃縮を行い、 さらに乾燥させて 33昭のクロロホルム抽出
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物を得た。 クロロホノレム抽出後の水層を酢酸エチノレで抽出し、 酢酸エチル層を回収 し、 減圧下濃縮 を行 い、 さらに乾燥
させて 54昭 の酢酸エチノレ抽出物を得 た。 最終的 に残った水層を、 山尚加 を用 いて中性(PH 6ー 7) に調整した。 この水
層 サンフツレを輯呆 さ せ、 残漬l邸時 を得た。次に、 クロロホルム・官官接 エチル両抽出物に40 mgIml となるように1∞見
エタノーノレを加え、 再潜 させた。 水層を 車ti呆させたものは40 mgImlとなるように 50見エタノーノレを加え、 再溶解 した。
さらに頼粒放出抑制成分の性質 を 検討するため、 頼粒放出抑制効果が認められたクロロホルム層 l∞μl(必rr巴!ml)と酢
酸エチル層 1∞μlωmg!ml)を 逆相即印(syst倒:島津LClOA、 ∞hnm : Mi出tysil RP--18， GP 2叶4.6(5μm) :)を用い、 それぞ
れ、 30分かけて l仰ほで、 ある いは倒ほでメタノール濃度 を上昇させて分 画した。 30分以後は l悶6メタノールで10
分間カラムを洗浄した 溶ー出速度は1 ml/minで行った。クロロホノレム層と画撤エチル層はそれぞれ40 のフラクションに
分画し、 そ の溶出分画をそれ ぞれ減圧下で乾固させ、それぞれのフラクションを2 5μl の l∞%エタノールで、再溶解した
ものをサンプルとして用 い、 これらの各フラクションの 脱頼粒assay 系に与える影響を検討した。 HPLC には、岨ghtysil
RP--18 GP 2貯4.6 (5μm) Lot : 01M1016剛m口町肌CO.， OC .)を用 いた。
細胞と培地:
阻:L-2H3保京都神経科学総合研究所矢倉英隆参事研究員より恵与) の培帯音地と して、 旧rr 16却 に l倒ウシ胎児
血清O間 Biosciences)、 10-5M 2- ß メルカプ。トエタノーノレ (Wa ko Purechemica1 Industria1， Ltd. OSAK九]APAN)と2 μg/ ml
Ge脳血c白solution (SignB ch剖 i伺l仏， St. 1ρw is， M)， 酬 を加えたも のを用し九継代3�2 0数代までの細包を使用
し た。 )
培養問t -2H3のシングルセルサスベンジョンには、 0. 05% 1η ps白丑JfA (Grn::o， inv i  trogen Corporation， NY， USA)を用
、寸こ。
。寸18沼田租ini也罰則伺se郷町脱頼粒の計測:
24-we11 flat切ttom m icrotiter p1ate侶ect∞ Dickinson a nd ca胆ny， N]， US叫 に、 2 . 0X ぽω11sf鴨11 に対し約 0.4 5μ
g/mlの19E(α--ll'lP)を加え、370C、 担 時間 インキュベ ートして感作 した。 上清を 捨て、 5∞μ1 の s ira伊nia nbuffer 1 (119 
rrMぬC1， 5 rrM KCl， O. 4 rrM MgC1?J 25 rrM PIPES， Naæ， rfI 7. 2 )時間包を 2 回出争後、 sira伊nia n buffer II (5.6 rrM glucose， 1 
rrM邸1?J 0.1出阻添加2 ∞μ1 にて'3�C、 10分間 インキュベートした。 そして植樹由出液サンプル 2μlを加え、 10分
間 インキュベ ートした。 その後、 5∞μl の sira.伊 ia nbuffl町 Iで細胞を1 回狗争後、 sira伊 nia nbuffer II 180μ1 (脚部A
を加えないコントロールの 附11 には200μ1) を 加え、 日-P-BSA(最終濃度は1μg/l岨)却μlで幻℃、 印 分関東Ij激した。
刺激後、 上清田 μI を 96穴マ イク ロプレート侶配ton Dickinson)にトリプレ ットで移し、 回lbstrate soluti∞ (1 rrM 
p-nitr叩henyl-2叩 e臼mido-2-deox.y - ß -gluα弔問10sid e/ O. 1 M sodiun c i  trate buffer (rtI 4. 5) )印μl を加え、370C、 印 分
間 インキュベート後、 S旬 p soluti∞(0.1 M地内悩問， pH 10. 0) 200μlで即芯 を停止し、 40 5nmで駒t度を測定した瓜
制。 分光光度計は、 Nipp:m 1此 e揃吋KK の 加削除ader を用いた。
Western b10t鰯庁:
白.J.llysateの調製
24τe11 f1at七ottαn microti ter p1a胞に、 2 .. 0X 1o"ce11s/we11 を蒔き、(αサ� 19E/0.4 5μg)を加えて3�C， 24 時間感作
した。 上清を捨て、1ωμl の sira伊nia nbufferを加えた。 10μl の植物抽出液を加えて経日制 に 0、3、30分間 インキュ
ベートした後、 日-P-BSA(:最終濃度は 1句/凶)1∞μ1で刺激した。 上清を除き、 加2 ∞μ1で3 0分氷上で即芯 させるこ
とで細胞を可溶化した。 可 溶化サンプノレを集めて10， 似)rpn、3 0秒 間 遠心し、 上清を ce11 1ysateとした。 白11 1y:田加印
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μl にSffi-PÆ但羽Iip1e buffe r保留水4側、 o.別Tris----lL1 p陥.81.側、 グリセリン o.組、 10%部1.側、 2- ß メノレカプ
トエタノーノレ o.細 l、 0. 0邸(w/v)ブロモフェノールブルーO.:àn l)田 μlを加えて卯一98 0Cで5 分間力瞭lし、 タンパク質を
変性させた後、 Sffi-PÆ佃で展開した。
S/ß-FAæ !:.士官E成母11 blot 
ミニプロティアン 1 II(Bio-R ad)システムを用いた。 10%アクリルアミドのミニゲルで、 ゲノレ二枚に対して的坑15分電
気泳動した後的凶で田一印 分電気泳動した。泳動後、アクリルアミドゲノレを b1 0tting buffer (25nM T ri s、1921副グリシン、
2似� /v メタノール、 rf-I8.3)で 20分平衡化した。 叩Vで180分間 pure ni troce11ulose閉めifaI1e(Bio-Ra d)に tra nsfe r した。 装
置はミニプロティアン 1 II ウエスタンプロ ッ トモジュールを用いた。 5%邸Ä_-1BSで6-12 時間 B1∞恒砲をした後、 メン
ブレンを百部で 2 回、 TBSで2 回狗争した。加争後、 一次抗体に6-12 時間反応させた。 この後、 メンブレンを百部で2
回、 TBSで 2 回洗浄した。出争後、 二次抗体と1 時間反応させた。 反応後、 メンブ レンを官邸で 2 回、 1BSで 2 回読持し
た。 洗浄後、 AP発色 キ ッ ト(Biσ官 ad)で直接メンブレン上に発色、 あるし、は庇発色 キ ッ ト伽r油araPh直lffici a
Bi ote ch， Ltd ， Buck白ghams hire UK)にてFiJ mQ凶1 k Bi仙2剖R1)上に造映した。
二次元電気泳動法による発現タンパクの角勃斤:
ぬ11i}閣胞の議腹: 1. 0X1仇e11s/ml の阻，-2113細包 をαサ� 19E(O.4 5μg組)を添加あるし\t撫添加で、 伽シャーレ
にて31'Cで加rインキュベートした。次に培地を除去後、 1000μ Iの s凶伊 ni anbuffl町を加え、 さらに10μIのリョ ウ
ブ抽出液を添加もしくは無繍日条件で、 31'C、 10分間インキュベートした。 この後日P部Aを10μg/ ml (最終濃度) 加
えて31'C、 10 分関東Ij激もしくは無刺激した。 そして上清を除いて二次元電気泳動舟 Lysi s bぱfe r(Ur回9.風 説Tri t∞
X-1∞、 2l1o Ampho1計e(p H3"'1O)、 脱却e rcapt回出ano1) 1∞μl を加えて室 温 10分間静置して、 棚包を可溶化した。 棚卸容
解液は10， α肋間0 . 5分で 遠心して上清を二次元電気泳動用匂即1e とした。
二次元E電気滋鋤:二次元電気泳動はBiσ官 adの泳動装置F悶凶IEF Ce11 を用し、た。上記により調製した各 Sanp1e13μl
とReh抽出onButíl町117μL を I同ストリ ップ恥 13-10Bio-Ra d)にアプライして、 ミネラルオイルを適量 (7∞μL�)重層
した。 20C . Passi ve で1訪れ さらにプログラミングに従って約却hr 放置した。 二次元電気泳動の1次元 目 終了後、 平
衡化 bぱfe r1 をストリ ップ01 本あたり約3 ml 滴下してlO mi n 平衡化し、 平衡化 buffer 2 約3ml に移し、 10mi n 平衡化
した後 2次元自のレディゲルを郡中服装置にセ ッ トした。 そして平衡化が完了したストリ ップρ 及び バンドマーカー
をレディゲ〉レにセ ットして電気泳動を始め、 バンドマーカー の位置を確認して約印 分て電気泳動を終えた。
タシクモク巣告:二次元電気泳動で展開したのレは銀染色 またはクマジープリリアントブノレー(舗)で染色した。銀染色に
は第一化学薬品のキ ッ ト(電気泳動用D受験位喋・ III第一J)を用いた。固定液 I( メタノール回%、 酢酸10%、 川刷
でゲルを固定 ・ 振とう後、 10分間固定液 II(メタノール 30悦、画撤 10%、 固定化湖 0. 5%、 乱防沿n l にて、 15分間振と
うしてタンパク質の固定を行った。前処理液(メタノール 50%、 前処理剤UO. 5%、 B的泊吐中で、 タンパク固定したゲル
を10分間振とうし、 タンパク固定したゲルを処理し、 D.W 2Q吐で 5分間水洗した。前先日里の完了したゲルは、 1 ゲノレに
つき童映色液制中で、 15分間振とうして染色した。D.W2伽1で、 2分間ずつ3回水洗後、 現働夜制で現』像した。 5ー10
分の振とう中、 スポ ットの出現確認した時点、で停止液1m lを注いて唄像を停止し、 10分間よく振とうし、 水洗後、 ゲノレ
ドライヤーで乾燥して標本とした。 スポ ットの解析は乾燥したゲル標 本をイメージアナライザーでスキャンした後、 画
像解析した。
cæ染色は 2次元展開したアクリルアミドゲノレをMで狗争後、 クマ、》染色液侶io-R ad)1伽uこ浸し、 振とう後、 染色
液を十 分ゲノレ中に浸透させた後、 D.W でよく出争した。 スポ ッ トの染色と、 背景の脱色を確認後、 ゲノレをゲノレドライヤ
ーで乾燥して童映色と同様に画像角斬を行った。
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4 結果
天然物抽出サ ンプルの頼粒放出に及ぼす効果 (一次スクリーニ ン グß--t長崎組凶品田の測勉:
19E感作耽�2H3の抗原束鳴備に誘起される氏E阻de pendentの頼粒放出に対する植物抽出液の影響を調べた。 本研究
に用いた植樹由出液は49 科lお種の3∞ 種類の植物より得たエタノーノレ抽出液ライブラリー (医薬大・ 生物 学教室荒
舘 忠先生より恵与) をスターティングマテリアルとした。 このライブラリー中の抽出液処理による陪l -2H3の頼粒放出
量に及ぼす直張効果を検討した。 実験はも 各抽出液サンプルのみを加えた対照実験群と、 各抽出液サンプルでの前処理
の後にα官、W 19E +脚部Aでの Fc E町東|臓を行った実開平の頼粒放出量を測定して、 それぞれの頼粒放出量を比較
検討した。 この結果、 各抽出液サンプルは三つのカテゴリーに分類することができた。 すなわち、 各サンプノレ鞠虫先日里
時関照実駒よりも 19E +抗原刺湯揃lこサンプルで処理した際の頼粒放出量が増大したもの (む仰心、 有意な変化
が認められなかったもの (伽叩 B)、 同様の系で頼粒放出量が減少したもの (伽叩Oである。 実験に郎、た 3∞ サン
プルは実験条件により、種々の値を示したが、 前述の3 グループ。中で再現よく典型的なパターンを示したサンプノレを選
出した。白。叩 A より6種類、Gro 叩 B より6種類、 Gro 叩 Cより8種類、計20種類を以後の実験に用いた。
Fig.1に、 各グループの典型的な頼粒放出への影響パターンを示した。 図に示したとおり、臨一加を 19E +脚で束|撤








2μlの植物抽出液 を加えてさらに 、3'rCで10分間インキュベー トした。この後、抗原酔也(10μgIi叫)を加えてゲCで10分開l撤した。東嶋機、 上清田
μl を 00穴マイクロプいー トに移し、 。寸色町刻印i也se用の呈色瓦応基質を含むs恒国旬oolutiooWμlを加え、3'rCでω分間反応後に停止液mμlを
加えて即志 を 止め、価mで吸光度 を 測定した。





もしくは、 細包破壊に直族的な効果を示したものであるか否かを確認するため、目。pidiun Iodide (PI)で、二重鎖酬を染
色し、 フローサ イトメトリーを用いて染色された日仏の蛍光が示すノザーンより、 阻l -2H3の細胞司期を調べた。
Fig.2A に通常細』儲嵯代培地で維持した状態における細目卸司期パターンを示す。 一般に車問倒朱を用いた実験では伊l期
にある系醐包数が多く、 日仏 量が倍化した GJ.1期車問包数が少ないとしづ細胞周期のパターンが典型的で、あるが、 我々の
阻L一剖3の系では Fig.2Aに示すような独特のパターンが得られた。 この結果をコントロールとして、 各種サンフツレを
批加で刺激した状態を比較した。この実験系で、サンプルが細胞毒性を示したパターンをFig.2B に例を示したo Ex tract 
A、 B は共に第1 スクリーニング守こおいて Group A に分類された抽出液であるが、島白羽ct A、 B 共に Fig.2Aに示した日仏
の二 相性のピークは観察されず、日仏の断片化が起こっているものと思われる。このように日仏フラグメンテーションを
誘起させるような車問包毒性の強い抽出液を候補から除くことで、 頼粒放出の機構そのものに影響を及ぼすサンフツレを絞
















C: I乱ー却を24穴 プレート (5. 0 X 1o"ælls;\鴨11) に蒔き、 10μ Iのサンフツレ抽出液を1croμlの培地 中に添加して、幻℃、 24hrインキュベートした。この
後、 細包をトリフ。シン回臥で、シングルセノレサスベンジョンと し、 ポリスチレンチューブに移した。 1，(町田で5分間遠心し て綱包を回収し、mμ Iの郎
中に再懸濁した。 これに、 リボヌクレアーゼAを10μl 加え、37"Cで20分間インキュベートした。次し、で、 細包を7的もE叩制に→苦問、氷冷で固定
し、3伽抑で、5分間遠心し細包を回収した。 再びmμ lの酪で再懸濁させた後、任。picliun iodiæ (2 5μ g/ml)を悶μl加え、 5分間室温て澗包中の酬
を ラベル し丸紅盟強の畑包はFIOll cytare肱で糊庁した。
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頼粒放出抑制効果を示したリョウブ抽出液の作用メカニズムの解析:




RBL-2H3を DNP-BSA で刺激すると、 3分をピークとして、 主に 75�50kDa のタンパク質のチロシンリン酸化
が認められた。 このチロシンリン酸化タンパクの出現パターンは、 以前より広く報告されているタ イムコー
スと同様である14)，15) (Fig. 3 レーン 1 ，4 ， 7) 。 一 方、 リョウブ抽出液で RBL-2H3を前処理 後に刺激した場
合のタンパク質の泳動パターンでは有意なチロシンリン酸化の抑制が認められた。特に DNP 刺激 30分のデー
タにおいてレーン 8・9 では対照であるレーン 7と比べて著明な抑制効果が認められ、バンドはほとんど消失
した。
各レーンにおけるαLyn blot ではどのバンドもほぼ同程度のタンパク量を示した。 この結果、 各レーンに
おけるタンパクの量に差がないこと、 そして各反応系にはほぼ同量のLyn タンパクが含まれていたことが確
認された。











3 30 - 3 30 3 30 (min) 
仁αLyn blot 
8 9 2 3 4 5  6 7 
Fig.3: リョウブ抽出液による細胞内チロシンリン酸化シグナルの抑制:
間L-2H3 を 1. 0 X 10 6cells/ml にな る よう に 6cmシャーレに蒔き、 α一DNP Ig E( 0 . 4 5μg/ml) を加えて 370Cで 24hr インキュベ トーした。
この後、 培地を除き、 100 0 μl のsi raganian buffer を加え、 次に 10μ1 のリョウブ 抽出液を添 加、 o ( 抽出液なし に3、 30分間370Cで
インキュベー トした。 この後 DNP - BSA を最終濃度が 10μg/mlにな る よう に 加えて 370Cで 0、 3、 30分間刺激した。 刺激 後上清を除いて
TNE 20 0μlで細胞 を溶解した上清 を各レ ンーにアプ ラ イして SDS-PAGEとWestern b lotで 解析 を行った。
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Lyn のリ ン酸化に及ぼす リ ョウブ抽出液の効果
RBL-2H3の total c el l  lysat e を用いた実験では、 リョウブ抽出液添加により、 Fc E R I 刺激で誘導される
細胞内タンパクチロシンリン酸化の抑制がみられた。 このメカニズ ムを解明するため、 細胞内チロシンリン
酸化シグナルシステムにおいて最も上流に位置するとされている酵素である src-family prot ein tyros ine 
kinas e の Lyn に注 目 し、 Lyn のリン酸化に及ぼすリョ ウブ抽出液の効果を検討した。
RBL-2H3の total c el l  lysat e をαLyn-protein G - Sepharo s e を用いて免疫沈降 凶) 後、 SDS-PAGE とウ エ ス
タンブロ ッティングで解析 し 、 dens itometry でバンドの濃度を計測した 。 こ の結果、 リョウプ抽出液が total
Lyn のチロシン リ ン酸化を抑制する こ とが明らかとなった。 抑制は、 抗原刺激 30 分の実験条件において特に
顕著であり、 リョ ワブエ キス前処理 3min 及 び 30min でほぼコントロールレベル までリン酸化は低下した。 ま
た、 抗 phospho CPY )-Lyn 抗体を用いたプロ ッ トの結果では、 Lyn の C 末端に位置するネ ガティブ制御チロシ
ン残基のチロシンリン酸化は、f 抗原刺激時にリン酸化レベルがあがっており、 リョウブ抽出液添加時には上
昇したリン酸化レベルが抑制されているのが認められた。 αLyn blot は各 レーンにおける Lyn タンパクの量
に差がない こ とを示している。
A 
DNP 3 0  (min) 
α PY blot 
α pしyn blot 
α Lyn blot 
ゲ ョ ク ブ 一 一 3 3 0  (min) 







control - 3 30 
り ョ ウ ブ瀞j激待問(min)
A : RBL-2H3 を 1.0 X 10 6cells/mlに α 一DNP IgE (0. 45μg/ml)を加え、6cm シ ャ ーレ に蒔 いて 37"(;で24hrイ ンキュベ ートし た後、 培地を
除き、 1000μ1 の si ra ga ni a n b uffer を加え、 次に 10μl の リョ ウブ 抽出液を添 加、 o ( 抽出液なし)、 3、 30分間'370Cでプ レ イ ンキュベ
トーした。 続いて O、 3、 30 分間抗原刺激した。 刺激細胞 を 可溶化し、 total cell lysate と した。 Total cell lysate より 、 抗 Lyn 抗
体 で免疫沈降した Lyn を SDS-PAGEで 展開 し、 αPY blot、 αpLyn (C 末端phosp ho tyrosi ne sp ecif i c) blot、 αLyn blot を行った。 B:A
で得 ら れたチ ロ シ ン リン酸化 バンドの濃度 を densi tometry を用 いて 測 定し、 グ ラ フに 表した。
リョウブ抽出液前処理に よ る 抗原刺激時 のプ ロ テ オ}ムパ タ ー ン の比較解析
これまでの実験より RBL-2H3のリョウブ抽出液がもたらす頼粒放出抑制効果のメカ ニズムに関して、 チロシ
ンリン酸化シグナル伝達上流の Lyn が標的分子である可能性を示唆する結果が得られたが、 さらに、 リョウ
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プ抽出液 が細胞内シグナルに も たらす別の効果を検討する 目 的で、プ ロ テオーム解析の手法を適用し、 総タン
パク質の網羅的解析を試みた。
リョ ワブ抽出液処理一、 抗原刺激一、 IgE 感作/未感作の 2 つのパター ン と リョウブ抽出液処理 + 、 抗原刺
激 + の総タンパクの二次元電気泳動パターンにはほ と んど変化が認められなかったが、リョウブ抽出液処理 、


























Fig. 5 : リ ョウブ抽出液処理による総タンパ ク 発現パ タ ーン :























A から Dの各パネル は、 実験条件における刺激 条件の違いを示す 。 A: リョ ウブ 抽出液処理なし ・ IgEおよび 抗原刺激なし B : リョ ウブ
抽出液処理なし ・ IgE 感作 のみ C: リョ ウブ 抽出液処理なし ・ IgE 感作および 抗原刺激 有 り D: リョ ウブ 抽出液処理 有 り ・ IgE 感作 ・ 抗原
刺激 共に 有 り 。 実験条件は次の通 りであ る 。 1 . 0 X 1 0 6cell s/ml の RBL-2H3細胞 を6cmシャー レに蒔き、 α一DNP IgE(O. 45μg/ml )を添 加
あ るい は無添 加で、 24hr イ ンキュベ トーし た 。 培地を除去後、 1000μ1 の si ra gania n buf fer を加え、 次に 10μ 1 のリョ ウブ 抽出液を
添 加も し く は無添 加条件で、 370C、 10分間イ ンキュベートし た 。 この後 DNP-BSA を 10μg/ml (最終濃度 ) 加えて 10分間刺激 も し く は
無刺激 し た 。 次 いで上清 を除き二次 元電気泳動用 Ly si s b uff er 1 0 0 μl を加えて細胞 を 可溶化 し た 。 細胞 溶 解液 は遠心 し て上清 を 二次 元




天然物 は、 未知なる薬理作用を持つ物 質の宝庫で、ある。 人類が今 日 に至る進化の過程における、 様々な生
物との膨大な相互作用の繰 り 返しを想起するなら ば、 天然物 中 に免疫制御物 質が数多く含まれるであ ろうと
想定されるのは当 然の帰結 である。 我々は、 これら新規成分の可能性を検証すべく 300種類に及ぶ植物 抽出
液を材料として、 in vi tro のマス ト細胞活性化に及ぼす天然物 抽出液の効果を検討した。
実験に用いた RBL-2H3細胞の由 来は、 ラ ッ ト の好塩基球性 白 血病 由 来細胞であるが、 マス ト細胞様の性質
を有し、 IgE を介した抗原刺激で誘導される Fc E RI dep endent の頼粒放出の実験に広く用いられている。 本
研究では、 第 1 にこの RBL-2H3細胞の頼粒放出を抑制または増強する物 質の検索を行った。 天然物エキスの
抽出はエタノール抽出法で、行ったものを用いた。
最終的な臨床応用を想定すれば、 経 口 投与の 場合は水抽出による水溶性成分を探索する戦略 も 考えられる。
しかし、 マス ト細胞の頼粒放出は組織の局所で進行する。 したがっ て、 ア ト ピー 性皮膚炎等に対する抗アレル
ギー薬のデザ インを想定するなら ば、 局所塗布で浸透性の高い脂溶性分を探索する戦略が有利であるかもしれ
ない。
天然植物エタ ノ ール抽出 サンプル ・ ラ イブ ラ リーとして、 49 科 123種を原材料とする 300種類の植物 抽 出
液について調 べた。300種類のサンフ。ルの前処理によ り 、RBL-2H3細胞刺激 後で放出される ß -H exosam inidas e 
の測定値に及ぼす影響を 調 べた。 この結果、 各サンプルは、 様々なマ グニチュードをもって RBL-2H3細胞の
頼粒放出に影響したが、 測定データ解析よ り 、 各サンブ。ルを三つのカテ ゴリーに分類した。 すなわち、 頼粒
放出量を増大させたもの (G roup A )、 有意な変化を確認でき ないも の (Group B )、 減少させたもの (Group C) 
である。
Group A に分類されたサンプル群は、 単純に考えれば頼粒放出を増悪させたと考 えられる。 しかし、 抽出
液成分が頼粒放出を誘導するシグナル伝達を増幅した可能性とは別に、 単にマス ト細胞中に貯蔵された頼粒
( 日 -H exosam inidas e )を細胞膜破壊によ り 、 直接放出させた可能性がある。 また、 ß -H exosam i ni das e の測定
系で直接的に呈色 反応に影響を与えることで見かけの吸光度をあ げた可能性も考えられる。 実際、 用いたサ
ンプルの中にはサンプルの単独添加によ り 、 測定バ ッ フ ァ ーの透明度に強く影響するものもあった。 このよ
うな様々な実験系への本質的でない効果を廃除することが、 今回のような研究では非常に重要である。
Group B に分類されたサ ンプル群は、 頼粒放出にあま り 影響していないと考えられる。
Group C に分類されたサンプノレ群は、 抗アレルギー薬としての可能性を持つサンフ。ル群で、ある。 頼粒放出
量が無刺激状態の RBL-2H3細胞の測 定系上清よ り も、 むし ろ減少させる測定結果を示した。 このサンフ。ル群
には、 頼粒放出誘導シグナノレを抑制する物 質が含まれる可能性もある。 しかし、 見かけ上、 頼粒放出を抑制
する要 因として、 非生理的に細胞膜を固定することによ り 物 理的に頼粒放出が抑制された可能性もある 。 ま
た 、 サ ン プ ル はこ の 実 験 系 で は 、 RBL-2H3 細胞 刺激 の 前処 理の 段 階から 頼粒放 出 測 定 対 象 である 日
-H exosam i ni das e の活性抑制または抗原 DNP-BSA 自 体 に影響している可能性も考えられる。
以上のような種々の可能性に鑑み、 一次スク リ ーニングのデータ解析よ り 、 Group A、 Group B よ り 各 6種
類、 Group C よ り 8種類、 計2 0種類の抽出液を選出し、 二次スクリーニングを行った。
二次スクリーニングでは、 先 に述べた一次スクリーニングにおけるサ イドエフ ェク ト を検証した。 実験は、
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単に細胞毒性のみでなく、 同 時に細胞周期に与える影響を調べるため、 PI で二 重鎖 DNA を染色し、 フ ロー サ
イトメトリーを用 いて細胞周期を 調べた(F ig. 2 )  0 F ig. 2 パネル B に示したサンプルでは PI 染色フ 。ロフ ァ イ
ノレのピークが左にシフ ト ・ もしくは明確なピークが認められない。 このパターンは、 これらの細胞で、 もは
や通常の長さの DNA 二 重鎖が認められないことを示すものであり、 D NA の断片化が生 じ たと考えられる。 そ
のような細胞毒性の5齢、抽出液をリストから除外することにより、 2 0種類の抽出液から 4 種類選んだ。 これ
らのサンプρルで、は、 F ig. 2 パネル C に示したように通常の培養で RBL-2H 3 に認められる典型的な細胞周期の
PI 染色パターンが確認された。
このように、 細胞毒 性を示すことなく頼粒放出に影響を与えたサンフ 。ノレの内、 特に抑制効果が顕著で、あっ
たリョウブの抽出液について、 その作用メカニズムについて解析を進めた。
現在までに、 リョウブに関して免疫制御作用に関する薬効 の報告は全く見あたらない。 わずかに、 情報と
して、 リョウブ はわが国の 山 地に広く分布する落葉樹で若芽は救荒植物 と じて食用に供せられ、 ま た腹中の
虫を除去するという記載があるのみである 1九 また、 現在、 リョウブに含まれる成分はいくつか同定されて
おり、 リ ョウブの葉に含 まれる成分として、 barb inerv i c ac i d と rotun di c ac i d と cl ethr ic ac i d という
tr i t erpene ac i d が同定されている 18) ， 19) が、 これらも また、 各々の成分が、 人体に対する影響についてのほ
とんど知られていない状態である
リョウブ抽出液の作用 機構の解析ター ゲ ッ トとして、 脱頼粒の作用 機序で重要な位置を占める細胞内チロ
シンリ ン酸化シグナルへの影響を 調べた。 RBL-2H3 を抗原 DNP-BSA で刺激すると、 3 分をピークに75�50kDa
のとこ ろにチロシンリン酸化タンパクが出現するこ と が確認された 14 )， 15) 。 この系にリョウブ抽出液を加えた
とこ ろ 、 チロシンリン酸化が抑えられているのが認められた (Fig. 3 ) 。 特に抗原刺激 3 0分の時点で、は、 誘
導されるタンパク質チロシンリン酸化の差が顕著に現れた(F ig. 3 レーン 7-9)。 この結果は、 この実験に用 い
た条件では、 リョウブ抽出液は強し、抗原刺激もしくは刺激直 後のリン酸化シグナルについては十分な抑制効
果を発現することができなかったこと を示している。 しかし、 チロシンリン酸化シグナルのピーク以降では
顕著にシグナル抑制効果を示したことから、 今 後、 実験に用 いるリョ ウブ抽出液の量と前処理時間を検討す
ることにより、 さらに有効 なチロシンリン酸化シグナル抑制条件が導き出せるものと考えられる。
さらに詳細に、 チロシン リ ン酸化シグナノレ伝達システムにおけるリョウブ抽出液の作用点を 調べるため、
src-fam ily protein tyros in e k inas e の Lyn への影響を調べた。 今回用いた RBL 2H3 の頼粒放出の機構は、
高親和性 IgE レセプターである Fc E R I より発することが報告されている1)， 2) ， 3) ，20 )，2九 Fc E R I は細胞外ドメ
イン内に免疫グロ プリン相同ドメ インを 2 個もち、 IgE の Fc E鎖を特異的に結 合するα鎖、 情報伝達 に 関わ
る 8 鎖、 S- S 結 合によって 2 量体を形成している γ 鎖の 3 種類、4 個のサブユニ ッ トで構成されている。 この
Fc E R I 自 体は酵素活性を持たないが架橋刺激 後速やかに 8 鎖と γ 鎖を含む細胞内の一 連のタンパク質がチ
ロシンリン酸化さ れる。 これは、 Fc E R I と細胞内の src-fam ily prot ein tyros ine k inas e(SFK )によって誘
導されるものである。 このように SFK は Fc E R I シグナノレのほぼ最上流に位置しているので、 リョウブ抽出液
の標的としての第一 候補と考えられた。 。 ヒ トおよびマウス 由 来の骨髄由 来培養マスト細胞では、 SFK として
少なくと も Lyn、 Fyn、 c - Src 、 H c k なども発現している。 しかし、 一般にマスト細胞では Lyn の発現レベルが
最も高い。 今回用いた RBL�2H3 細胞においても高レベルの Lyn が発現しており、 かっ、 Fc E R I  ß 鎖と会合し
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て存在すると報告されている 3 )。 ま た、 IgE 受容体架橋刺激によって Fc E RI に会合する Lyn は増加し、 酵素
活性も上昇することが広く認められている。 そこで、 Fig. 4 に示すように、 Lyn を免疫沈降 bてそのリ ン酸化
程度をリョ ウブ抽出液による前処理有り無しで比較を行うと、 リョ ウブ抽出液処理で明らかなリン酸化の抑
制が認め られた。
Lyn を含む SFK は、 共通構造として、 SH3( Src homology 3 )、 SH2 、 キナーゼドメインが直列に配列して
おり、 C 末端には負の制御に関わるチロ シン残基が、 キナーゼドメイン内には正に活性を制御する存在する
チロ シン残基が存在することが明らかになっており、 活性化に伴い、 トー タ ルのチロ シンリン酸化が允進す
ることが知られている。 Fig.4 で得られた結果は、 リョ ウブ抽出液が直接 Lyn の酵素活性を抑制したか、 Lyn
の制御 システムに作用して、 Lyn 活性の正の制御部位である キナーゼドメイン中のチロ シン残基のリン酸化
が抑制されたこと、 もしくはこの部位の脱リン酸化が充進したことを示すと考えられる 。 この仮説は、Fi g. 4
に示した Lyn の C末チロ シンのリン酸化時に特異的にこれと結 合する抗体を用いたプロ ッ ト結果が、 リョ ウ
ブ抽出液処理による影響をほとんど受け て いないことからも支持される。
今 後、 リョ ウブ抽出液 と Lynをin vi troで、反応させてLynのin vi troキ ナーゼア ッ セ イを行って、 リョ ウブ抽
出液のLyn(こ対する直接効果を確認する必要がある。 しかし、 リョ ウブ抽出液がSFKの活性制御に影響している
とすれば大変興味深い。 例えば、 Lynは、 刺激以前の状態で、はCs kに負 の制御チロ シンはリン酸化されて不活性
状態にあることから、 リョ ウ ブ、抽出液がCs kに 作 用する可能性もある 。 また、 SFKはチロ シン脱リン酸化酵素
( PTP )であるCD4 5によって脱リン酸化されて活性化、 あるいは不活性化されることも報告されている22 )ぷ ) 。
また、 マスト細胞系の細胞に限局して発現しているとされるPTP Eも脱頼粒反応の シグナルに関与しているこ
とが近年明らかとされており24 )、 リョ ウブ抽出液がこれらPTPの活性制御を介して作用している可能性もあり、
興味深いとこ ろである。 さらに、 マスト細胞のIgE受容体シグナル は細胞膜上のラ フ トと呼ばれる有機的な構
造体を起点として発する証拠も集積しており、 リョ ウブ抽出液の作用点は ラ フト会合にあるかもしれない 。
以上のシグナル伝達機構の観点からとは別の観点からの解析として、 リョ ウブ抽出液が網羅的な タ ンパク
発現にどのように影響するかを解析した。 今 回の結果は、 ま だ十分とは言えないが、 この解析手法は、 先の
シグナル制御の結果と複合的に解析することで脱頼粒誘導機構の詳細な解 明に有効 であると考えられる。 今
回の結果では、 主な タ ンパクの発現にリョ ウブ抽出液前処理による変化は認められなかった 。 しかし、 いく
つかのスポ ットについては変化があり、 例えば、 抗原刺激(+)、 リョ ワブ添加(一 )の sampl e では p I 1 0、 酬
が約2 5kDa の タンパクに違いがみられた。 このスポ ットに変化が認められた刺激条件は抗原による頼粒放出
を誘導している条件である。 したがって、 頼粒放出誘導時にこのタ ンパクが発現しないことが何らかの意味
を持つという可能性がある 。
リョ ウブ抽出液処理で、 ほとんどのスポ ットに変化がないとしづ 結果は、 この処理が RBL2H3の細胞周期に
ほとんど影響を与えなかったことから予想される結果であり、 一方、 変化が小数のスポ ットに限局されたこ
とは、 これらスポ ットのタ ンパク質がより深く頼粒放出に関与することを示唆している。 今 後、 これらス ポ
ッ ト の解析により新たなアレル ギ一発症機構の解析に役立つ可能性は高いと考えられる 。
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これまでに天然物の抗アレルギ一作用に関する報告は数多くされたが、 本研究のように細胞内チロ シンリン
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研究紀要 富山大学杉谷キ ャ ンパ ス 一般教育 第37号 (2009) JLAS (vo1.37， 2009) 
日 本語版神経心理検査 R B AN S の標準化研究
一標準値 につ い て -
松井三枝
1 . は じ め に
Repeatable Battery for the Assessment o f  Neuropsychological Status(以下 RBANS : ア ー バ
ンス ) は 1998 年 に Randolph に よ り 開発 さ れ、 全米で標準化 さ れた神経心理学検査のひ と つ で
あ る 。 こ の検査 は、 即 時記憶、 遅延記憶、 視空間 ・ 構成、 言語お よ び注意の各認知領域 を評価す
る こ と が で き る 簡便でかつ詳細 な ス ク リ ー ニ ン グ検査で あ る 。
現在 の標準化 さ れた多 く の神経心理学検査 は 、 健常な若年齢被検者での天井効果 を 回避で き る
が 、 施行に 1"-'2 時間要 し、 高齢者や患者に と っ て は難 しす ぎた り 、 負担が大 き く な っ た り す る
場合が あ る 。 さ ら に 、 検査道具が か さ ば る た め に 、 ベ ッ ド か ら の移動 が 困難な身体的重症患者へ
の施行 は 困難で あ る こ と が多い。 そ の 一方で、 Mini-Mental State Examination (Folstein， M.F. ，  
Folstein， S .E . ，  & McHugh， 1975) (以下 ; MMSE) な ど の よ う な ス ク リ ー ニ ン グ検査は手軽 に施
行 で き る が 、 課題の 内容が容易す ぎ る た め軽度 の認知症 に対す る 感知度が よ く ない と い っ た 問題
を指摘 さ れ る こ と が し ば し ば あ る 。 ま た 、 繰 り 返 し施行す る こ と に よ る 学習効果 を 回避で き な い
と い っ た点 も 不都合な 点 で あ る 。 そ の た め 、 疾患の進行や治療 の経過の評価お よ び種々 の 治療効
果の判定に用 い る に は 限界が あ る 。
RBANS は従来の神経心理検査 の長所 を生か しつつ、 こ れま で の 問題 を補 う よ う な神経心理学
的検査バ ッ テ リ ー と し て 開発 さ れた。 RBANS の特徴は、 第 1 に全検査が約 30 分で施行 で き 、
第 2 に検査の難易度が健康 な成人か ら 中程度 の認知症患者 向 き に設定 さ れて い る 。 第 3 に神経
心理学的領域別 に評価 し 、 指標得点 か ら プ ロ フ ィ ール を 作成す る こ と が で き る 。 第 4 に等価な 2
種類の フ ォ ー ム (FormA お よ び FormB)が あ る 。 こ の こ と に よ り 、 学習効果 を 回避で き 、 治療
経過 の評価の た め に繰 り 返 し て使用 で き る 。 そ し て第 5 に検査用 具が コ ンパ ク ト で持 ち 運びが
簡単で あ る こ と で あ り 、 ベ ッ ドサイ ド で も 施行可能な こ と で あ る (Randolph， 1998)0 RBANS は
現在米 国 に お い て脳外科、 神経内科お よ び精神科領域 を 中 心 と し た多様な疾患の評価に用 い ら れ
て い る 。
本研究 は 日 本語版 RBANS の 開 発 を行 う こ と を 目 的 と し て お り 、 本報告 は こ の こ と に 関連 し
た第 1 報であ る 。 こ こ で は ま ず、 日 本語版 RBANS の 作成の紹介 と 、 そ の標準化研究 と し て標
準値の 算 出 を行 な い、 それを提示す る こ と と し た。
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2 . 日 本語版 RBANS 下位検査の作成 に つ いて
原著者な ら びに原版 RBANS の販売元の Psychological Corporation よ り 翻訳権 を得て 、 日 本
語版 RBANS の作成 に あ た っ た。 日 本語版 RBANS 作成で は 、 基本的 に は原版 RBANS に し た
が っ て 12 の 下位検査 を構成 した。 下位検査 を組み合わせ、 それ ら の素点 の合計か ら 5 つ の認知
領域 を測定する 指標得点 を 算 出す る こ と が で き る 。
以下 は各認知領域お よ び下位検査の概略で あ る 。
a. ÞlP時記憶: Immediate Memory 
指示 さ れた情報 を即時に記憶す る 被検者の能力 を示す。 「単語記憶学習 J お よ び 「物語記憶J
の得点が こ の指標 に 算入 さ れ る 。
① 単語記憶、学習(List Leaming) 
口 頭で提示 さ れた 10 個 の意味的 に 関連 の な い単語の リ ス ト を順不 同 で再生 し て も ら う 検査で
あ る 。 被検者は で き る だ け 多 く の単語 を再生す る よ う に 求 め ら れ る 。 4 施行行われ、 再生数の合
計が得点 (0-40 点) と な る 。 単語学習 の刺激は、 我 が 国 にお け る 言語材料 に 関す る 研究 (小柳 ・ 石
川 ・ 石井， 1959 ; 小川 ・ 稲村， 1 973) の 中 か ら 具象性、 心象性お よ び熟知価 の 高 い語を い く つ か選
んで使用 し た。
② 物語記憶(Story Memory) 
口 頭で提示 さ れた短い物語 を検査者が読み終わ っ た後、 即 時に再生 し て も ら う 検査で あ る 。 被
検者は で き る だ け物語に忠実 に 再生す る よ う に 求 め ら れ る 。 2 施行連続 し て行われ、 正確に再生
さ れた特定の単語ない し は、 意味の異な ら な い代替す る 別 の 単語の合計数が得点 (0-24 点) と な
る 。 刺激語 中 の 地名 に 関 し て は 、 可能 な 限 り 原版の ニ ュ ア ン ス を保つ よ う に配慮 し な が ら 日 本国
内 に あ る 地名 に変更 を行っ た。 (Form A で は 「オハイ オ州 の ク リ ー ブ ラ ン ドj か ら 「静岡 県浜松
市J に 、 Form B で は 「 フ ロ リ ダ州 の マ イ ア ミ j か ら 「三重県の伊勢湾J に変更 した。 )
b.視空間 ・ 構成 : Visuospatial Constructional Abili句
空 間 的 関係 を認識 し 、 あ る 図形の 空 間 関係 を 正確に構成す る 能力 を示す。 「図形模写」 お よ び
「線方向づけJ の得点が こ の指標に算入 さ れ る 。
① 図形模写(Figure Copy) 
被検者は、 複合幾何図形 を示 さ れ、 制 限時間 4 分 (被検者 に は伝 え ら れ なし 、) の 間 に で き る だ け
正確 に模写す る よ う に求め ら れ る 。 採点は描写の各部分の正確 さ と 完成度 に 対 し て 1 点 、 正確な
位置に描かれて い る こ と に対 し て 1 点 が得点 さ れ る 。 全部 で 10 項 目 あ り 合計 20 点 と な る (0-20
点) 。 刺激は非言語課題 な の で原版 に基づ い て い る 。
日 本語版神経心理検査 R B AN S の標準化研究 標準値 に つ い て
② 線方 向づけ(Line Orientation) 
Benton， Hmsher， Varney， & Spreen ( 1983) が 考案 し 、 頭頂葉機能に鋭敏 と さ れて い る 方法に基
づ い て い る検査で あ る 。
中 心点 よ り 放射状 に伸びた 1 3 本 の 同 じ長 さ の 直線に よ っ て構成 さ れ る 半 円 形の 図形が提示 さ
れ る 。 全ての直線 に はそれぞれ 1 '"'-'13 の番号がつ け ら れて い る 。 そ の 図形 の 下 に は上記 の 直線の
う ち の いずれか 2 本 と 同一方 向 に伸 び る 2 本の直線が描かれて い る 。 被検者 は、 そ の 2 本が 1 '"'-'
13 の う ち の どの直線 と 一致す る かを答 え る よ う に 求 め ら れ る 。 1 0 施行行われ、 正 し く 同 定 さ れ
た各線分 l 本 につ き 1 点 が得点 さ れ る (0-20 点) 。 刺激は原版 に基づい て い る 。
c. 言語 : Language 
「命名 J ま た は 「学習 さ れた素材の検索J に よ り 、 言語的 に応答す る 被検者 の能力 を 示す。 「絵
呼称」 お よ び 「意味流暢性」 の得点が こ の指標に算入 さ れ る 。
① 絵呼称(Picture-N aming) 
1 枚の絵が提示 さ れ、 制 限時間 20 秒で名 称 を答 え る よ う に教示 さ れ る 。 絵が 明 ら か に 間違 っ
て認知 さ れてい る 場合 に の み 、 意味的 な手が か り が 与 え ら れ る 。 10 施行行われ、 す ぐ に正答 を
答 え る か、 続い て 与 え た 手掛 り で答 え た な ら ば、 各正答項 目 に対 し て l 点が得点 さ れ る (0-1 0 点) 。
刺激は基本的に は原版 に基づい て い る 。 た だ し 、 予備実験に よ り 文化的に異 な る こ と が 明 ら かに
な っ た 「井戸J 、 「ハ ンガーJ 、 「凧J 、 「 ア イ ロ ンJ 、 「風車」 、 「ハ ンマーJ お よ び 「サイ コ ロ J につ
い て は 日 本人用 にイ ラ ス ト レー タ ー に よ っ て描 き なお さ れた絵 を採用 し た。
② 意味流暢性(Semantic Fluency) 
被検者 は与 え ら れた意味的カ テ ゴ リ ー (Form A は野菜、 Form B は動物) に属す る 名 前 を 制 限時
間 1 分間 (被検者 に教示す る ) に で き る だ け た く さ ん挙 げ る よ う に求め ら れ る 。 正 し く 想起 さ れた
単語に それぞれ 1 点 が得点 さ れ る (0-40 点) 0 Form B の意味的カ テ ゴ リ ー に は原版 と 同 じ 「動物J
を用 いた。 Form A において は原版で 「野菜か果物」 を 用 い て い る 。 し か し 、 予備実験 に よ り 、
日 本人の場合、 教示 を 「野菜」 と し た方が適切 で あ る と 考 え ら れ た た め 、 こ の方法が採用 さ れた。
d. 注意 : Attention 
視覚的お よ び聴覚的 な情報 を短期記憶 に保持 し 、 操作す る 被検者の 能力 を 示す。 「数日昌」 と 「符
号J の得点、が こ の指標 に算入 さ れ る 。
① 数唱(Digit Span) 
一続 き の数字の組み合わせが 1 秒間 隔で読み上 げ ら れ、 被検者はそれ ら の数字 を そ の ま ま の順
序で繰 り 返す よ う に求 め ら れ る 。 1 回 の施行 ご と に読み上げ ら れ る 数字の桁数は l つずつ増 え て
い く 。 項 目 ご と に第 1 数列か ら 読み上 げ ら れ、 全て の数字が正確に再生 さ れ る と 正答 と な り 、 次
項 目 へ進む。 失敗す る と 第 2 数列が読み あ げ られ、 そ こ で正答す る と 次項 目 へ進む。 両数列で失
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敗す る と 中 断 と な る 。 採点は第 1 数列で正答す る と 2 点 、 第 2 数列で正答す る と 1 点が得点 さ れ
る (0-16 点) 。 刺激は原版 に基づ いて い る 。
② 符号 (Coding)
ラ ン ダム に並んだ、符号 (幾何学図形) の 下 の 空欄 に 、 見本 をみ なが ら 符号に対応 し て い る 数字 を
次々 と 記入す る こ と を教示 さ れ る 。 ま た 、 被検者は制限時間 90 秒の 聞 に 、 飛 ば さ ずに で き る だ
け速 く 正確 に行 う こ と が 求め ら れ る 。 制 限時 間 内 に記入 さ れた正答数字 に対 し て 1 点 が得点 さ れ
る (0-89 点) 。 刺激は原版 に基づいて い る 。
8. 遅延記憶 : Delayed Memory 
被検者の近時記憶の能力 を示す。 「単語再生J 、 「単語再認」 、 「物語記憶j お よ び 「図形再生」
の得点が こ の指標 に算入 さ れ る 。
① 単語再生(List Recall) 
被検者は、 「単語記憶学習 」 で学習 し た 1 0 の 単語を記憶 に 基づい て 、 再生す る よ う に求 め ら れ
る 。 正 し く 再生 さ れた各単語に 1 点が得点 さ れ る (0-10 点)
② 単語再認(List Recognition) 
「単語記憶学習J の 単語 リ ス ト の 中 に含 ま れ て い る 10 の タ ー ゲ ッ ト 単語 と リ ス ト に含 ま れ て い
な い 1 0 のデ ィ ス ト ラ ク タ ー単語 よ り な る 20 の 単語が読み上げ られ、 被検者はそれぞれの 単語が
リ ス ト の 中 に含 ま れて い た か ど う か を答 え る よ う に 求 め ら れ る 。 正 し く 区別で き た各単語に対 し
て 1 点が得点 さ れ る (0-20 点) 。 刺激は、 単語記憶学習 に用 い た 10 の単語に加 え 、 我 が 国 にお
け る 言語材料 に 関す る 研究 (小柳 ・ 石川 ・ 石井， 1 959 ; 小川 ・ 稲村， 1 973) の 中 か ら 具象性、 心象性
お よ び熟知価の 高 い語を選ん で使用 し た。
③ 物語再生(Story Recall) 
被検者は 「物語記憶」 で読み上げ ら れた話 を記憶 に基づ い て 、 で き る だ け詳 し く 再生す る よ う
に 求 め ら れ る 。 正確 に再生 さ れた特定の単語ま た は意味の異な ら な い代替す る 単語 に対 し て 1
点 が得点 さ れ る (0-12 点)
④ 図形再生(Figure Recall) 
被検者は 「 図形模写J で描いた複雑幾何図形を記憶 に基づい て再生す る よ う に求 め ら れ る 。 採
点 は 「図形模写」 と 同様に描写の各部分の正確 さ と 完成度 に対 して 1 点、 正確な位置 に描かれて
い る こ と に対 し て 1 点が得点 さ れ る 。 全部 で 10 項 目 あ り 合計 20 点 と な る (0-20 点) 。
3 . 標準値の算出 に つ いて
( 1 )  対象
標準化デー タ 収集 は 2004 年か ら 2009 年ま で の 聞 に行 な われたが、 サ ン プ リ ン グ方法に つ い て
は 、 年齢、 職業お よ び地域の 3 要因 を考慮 し た層化抽 出 法が採用 さ れた。 すな わ ち 、 年齢、 職業
- 34 -
日 本語版神経心理検査 R B AN S の標準化研究 -標準値 に つ い て 一
お よ び地域の 3 つ の要因 を組み合わせた階層 を代表す る よ う に全人 口 の比率に合 わせた サ ンプ
ル数 を配分す る よ う に計画 さ れた。 サ ンプル数につ い て は、 計画時で は 20 歳 か ら 85 歳以上の年
齢の人 ま で 350 名 が 目 標 と さ れて い たが、 最終的 に は 371 名 が収集 さ れた。
平成 7 年度の 国勢調査の資料に基づい て サ ンプ リ ン グが進 め ら れた が 、 具体的 な要因 ご と の サ
ン プ リ ン グの方針は以下の と お り で あ る 。
年齢 : 標準化サ ンフ。ノレは、 20-34 歳 、 35-44 歳 、 45-54 歳、 55-64 歳、 65-74 歳、 75-84 歳 、 お よ
び 85 歳以上の 7 つ の年齢群 に 分 け ら れた。 各年齢群 で はそれぞれ 50 名 を 目 標数 と し て設定 し た。
職業 : 標準化サ ンプルは、 1 農林漁業関係 (農業、 漁業、 林業従事者な ど) 、 2 生産 ・ 運輸関
係職業 (工場の作業者、 パ ス 、 ト ラ ッ ク 、 タ ク シーの運転手 な ど) 、 3 販売 ・ サー ビ ス 職業 (販
売員、 美容師、 ウ ェ イ タ ー な ど) 、 4 事務 ・ 技術 ・ 管理関係職業 ( 医師、 教師、 事務員、 弁護
士な ど) 、 5 無職 (学生、 無職、 フ リ ー タ ー な ど) の 5 つ の職業群別 に割 り 当 て ら れた。 各年
齢群 について、 それぞれの人 口 に つ い て の 5 つ の カ テ ゴ リ ー の 出現率 と 一致す る よ う サ ンプノレ数
が割 り 当 て られた ( 1 -6 名 、 2 - 56 名 、 3 -38 名 、 4 - 73 名 、 5 - 177 名 ) 。
地域 : 北海道、 東北、 関東、 中部、 近畿、 中 国 、 四 国お よ び九州| ・ 沖縄の 8 つ の 地域で、 それぞ
れの年齢別 ・ 職業別人 口 の割合に よ り それぞ、れの地域の サ ンプル数を 算 出 し た。 なお、 集計 に あ
た っ て 、 便宜上、 北海道、 東北、 関東、 中 部 の 4 つ の 地域 を 東 日 本、 近畿、 中 園 、 四 国 、 九州、| ・
沖縄の 4 つの地域を西 日 本 と し て 分 け た。
対象 と な る 健常者の基準 と し て 、 脳卒中、 脳腫療、 神経変性疾患、 脳画像(MRI， CT)上 明 ら か
な異常 を示すな どの神経学的異常お よ び精神疾患が な い こ と を条件 と し た。 男 女の割合は 同程度
に な る よ う にデー タ が収集 さ れた が 、 最終的 に は男性 164 名 、 女性 207 名 の解析可能なデー タ
が収集 さ れた。
表 1 に地域 x 職業別 の サ ン プ リ ン グ状況 を 、 表 2 に年齢 x 職業別 の サ ンプ リ ン グ状況を示 し
た。 全体 と し て は 目 標数を十分満た し て い る が 、 必ず し も 100%満た し て い な い セ ル も あ っ た。
ま た 、 やや 目 標数 よ り も 多 め に収集で き たセ ル も あ っ た。 最終調整 に あ た っ て 、 収集 し に く いセ
ル も あ っ た が 、 標準値は、 基本的 に年齢 ご と に 算 出 す る こ と に な る た め 、 各年齢群 が 目 標数の ほ
ぼ 50 例 に達 し て い る こ と を最 も 重視 し た。 20・34 歳群がやや 目 標数 よ り 多 め と な っ た が 、 原版
の標準化研究では 90 名 で行なわれてい る こ と 、 全体 と し て各要因 の比率に大 き な偏 り は な い こ
と お よ び標準値算 出 に 当 た っ て は よ り 多いデー タ が好ま し い と 考 えた こ と な ど か ら 、 有効 なデー
タ を無駄 な く 標準値算 出 の た め に使用 す る こ と と し た。
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( 2 )手続 き
全て の被検者 に 日 本版 RBANS(FormA)、 日 本版 ウ ェ ク ス ラ 一成人知能検査 の簡易版(三津 ・ 小
林 ・ 藤 田 ・ 前川 ・ 大六， 1993)(知識問題、 絵画完成問題) を それぞれの検査マ ニ ュ アルに し た が っ て
施行 し た。 ま た 、 50 歳以上の被検者 に対 し て は認知症の 有無 を調べ る た め に 、 簡便 な ス ク リ ー
ニ ン グ検査 と し て 、 上記の検査に加 え て 日 本語版 MMSE を施行 した。 検査内容 を被検者が混同
し な い よ う に 、 それぞれの検査に移 る 前 に 10 分"-'20 分程度 の休憩 を入れ る よ う に し た。 全て の
検査 は神経心理学的アセ ス メ ン ト の ト レーニ ン グお よ び専 門 の 臨床研修を受 け 、 信頼あ る デー タ
を収集す る こ と が 可能なサイ コ ロ ジス ト な い し は医師 に よ っ て施行 さ れた。 検査施行前 に全て の
被検者に対 し て研究の 内容 と 目 的 の説明 を 口 頭お よ び文章にて行い、 書面に よ る 同意 を得た。 ま
た 、 本研究は富山 大学倫理委員会の承認 を得て実施 さ れた。
( 3 ) 標準値の作成方法
1 . 下位検査の評価点 の 算 出 法
日 本版 RBANS の 12 の 下位検査の評価点 は 7 つ の年齢群の標準化サ ンプルか ら 算 定 さ れた。
評価点基準の作成 に 関 し て は、 ま ず、 年齢群 ご と に各下位検査の素点の 累積度数分布 を作 り 、 そ
のパーセ ン タ イ ル値か ら 素点 の 正規分布上 に お け る 位置が割 り 出 さ れた。 それ ら を 基 に 、 素点か
ら 、 平均 10、 標準偏差 3 の評価点 に変換 さ れた。 なお、 評価点 に換算 し た 際 に 、 同一年齢群内
での素点 と 評価点の対応 を プ ロ ッ ト し 、 直線線形変換公式 を求 め 、 あ て は め と 若干 の ス ム ー ジ ン
グを行な っ た。
2 . 指標得点の 算 出方法
即 時記憶、 視空間 ・ 構成、 言語、 注意、 遅延記憶 (再生 と 再認に分け た複合) の 5 つ の各指標
得点 は、 各指標 に 含 ま れ る 下位検査の評価点の合計か ら 、 年齢群 ご と に累積度数分布 を 作 り 、 一
致す る パーセ ン タ イ ル値が算 出 さ れた。 そ のパーセ ン タ イ ル値は正規分布表で、照 ら し合わせ る こ
と に よ っ て一致す る 正規化 さ れた Z 得点 に変換 さ れた。 それか ら 、 Z 得点は平均が 100、 標準偏
差が 15 の指標得点 に変換 さ れた。
( 4 )標準値
1 . 下位検査の評価点
下位検査 ご と に素点か ら 評価点 に変換す る た め の換算表 を示 した (表 3 - 表 9 ) 。
2 . 指標得点
各認知領域 に お け る 下位検査 の評価点 の合計か ら 指標得点 に変換す る た め の換算表 を 示 し た
(表 10-表 16) 。
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4 . 要約
RBANS は 1998 年 に Rando1ph に よ り 開発 さ れ、 全米で標準化 さ れた神経心理学検査の ひ と つ
で あ る 。 本研究 は 日 本語版神経心理学検査 RBANS の 開発 を 目 的 と し た。 そ の た め 、 日 本語版の
作成を行い、 そ の標準化研究 をすす め 、 標準値の算 出 を行 っ た。 国勢調査 に基づ き 、 地域、 年齢、
職業 を考慮 し て サ ン プ リ ン グ さ れた 371 名 (20 歳 か ら 98 歳) を対象 と し た。 20-34 歳、 35-44
歳、 45-54 歳、 55-64 歳 、 65-74 歳 、 75-84 歳 、 お よ び 85 歳以上の 7 つ の 年齢群 ご と の 12 下位検
査 の評価点お よ び 5 つ の認知領域の指標得点 を 算 出 し 、 換算表 を作成 し た。 今後、 さ ら に 、 年齢
群 問 の 比較 を加味 し な が ら こ れ ら を精錬 し て ゆ く 予定であ る 。 併せて 、 信頼性お よ び妥 当 性の検
討結果の提示 を行な い 、 我が 国 に おい て も 臨床的 に有用 な検査 と して利用 可能 に な る こ と を め ざ
し て い る 。
謝辞
デー タ 収集 に ご協力 い た だいた以 下の諸氏 (敬称略) に深謝し 、た し ま す。 小木原弘晃 ・ 富家直
明 (北海道地区) 、 上西創 ・ 中川佳恵 ・ 三浦伸 義 ・ 山川 麻貴 (東北地 区) 、 秋元治朗 ・ 磯村順子 ・
菅原薫 ・ 津川 律子 ・ 中村俊規 ・ 真木二葉 ・ 湊祐典 ・ 元永拓郎 ( 関東地 区) 、 池 田 陽一 ・ 稲永澄子 ・
笠井悠一 ・ 田 中 邦子 ・ 奈良原光隆 ・ 松平志保 ・ 宮崎淳 ・ 吉 田 真奈美 ( 中部地区) 、 有木永子 ・ 池
尻義隆 ・ 伊東朋子 ・ 大森直也 ・ 久保嘉彦 ・ 小海宏 之 ・ 首藤貴 ・ 玉 田 里代 ・ 松崎多千代 ・ 増井理恵 ・
安岡香苗 (近畿地 区) 、 伊室伸哉 ・ 津 田 梢 ・ 丸石正治 ・ 馬屋原誠治 ( 中 国地区) 、 上岡義典 ・ 兼 田
康宏 ( 四 国地区) 、 薄井千恵 ・ 梅寄香里 ・ 大社学美 ・ 恒藤澄子 ・ 佐藤文保 ・ 高岩亜輝子 ・ 原麻理
子 ・ 白 垣充子 ・ 二木久美子 ・ 堀江静 ・ 松川 藍 ・ 宮木理恵 ・ 山 家貴仁 (九州 地 区) 。
ま た 、 本計画段階で ご協力 い た だい た 吉 田 真奈美 、 田 中 邦子の諸氏、 デー タ 整理お よ び解析に
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表 10. 評価点 か ら 各認知領域の指標得点 に換算す る 表 (20-34 歳)
評価点 即 時記憶 視空間 ・ 構成 三仁コき三ロ五口 注意 遅延記憶
34 1 2  3 3  4 1  29 
2 38 17 36 44 33 
3 4 1  22 40 47 37 
4 45 27  43 50 41  
5 48 33 46 53 45 
6 52 38 49 56 49 
7 55 43 53 59 53 
8 59 48 56 62 57 
9 62 53 59 66 61 
10 66 59 62 69 65 
1 1  70 64 66 72 68 
12 73 69 69 75 72 
13 77 74 72 78 76 
14 80 79 75 8 1  80 
15 84 85 79 84 84 
16 87 90 82 87 88 
1 7  9 1  95 85 90 92 
18 94 100 88 94 96 
19 98 105 92 97 100 
20 101 1 10 95 100 1 04 
2 1  105 1 16 98 103 107 
22 109 1 2 1  1 0 1  1 06 1 1 1  
23 1 12 126 105 109 1 15 
24 1 16 1 3 1  1 08 1 12 1 19 
25  1 19 1 36 1 1 1  1 15 123 
26 123 1 42 1 14 1 18 127 
27  126 147 1 18 122 1 3 1  
28 130 12 1  125  135  
29 1 33 1 24 128 1 39 
30 1 37 127 1 3 1  143 
3 1  140 1 34 
32 144 1 37 
33 148 1 40 
34 15 1  
35 1 55 
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表 1 1 . 評価点 か ら 各認知領域の指標得点 に換算す る 表 (35-44 歳)
評価点 即 時記憶 視空間 ・ 構成 言語 注意 遅延記憶
32 33 2 1  42 52 
2 35 37 26 45 54 
3 39 40 30 48 57 
4 42 44 34 5 1  59 
5 46 48 39 54 62 
6 49 5 1  43 57 64 
7 53 55 47 60 67 
8 56 58 52 63 69 
9 60 62 56 66 72 
10 63 65 60 69 74 
1 1  67 69 65 72 77 
1 2  7 0  7 3  69 75 79 
13 74 76 73 78 82 
14 77 80 77 8 1  84 
15  8 1  8 3  82 84 87 
16 84 87 86 87 89 
17 88 90 90 90 92 
18 9 1  94 95 93 94 
19 95 98 99 97 97 
20 98 1 0 1  1 03 100 99 
2 1  1 02 105 108 103 1 02 
22 1 05 108 1 12 106 1 04 
23 1 09 1 12 1 16 109 1 07 
24 1 12 1 1 5  1 2 1  1 12 1 09 
25 1 16 1 19 125 1 1 5  1 12 
26 1 19 123 129 1 18 1 14 
27 123 1 26 1 33 1 2 1  1 17 
28 126 1 38 1 24 1 19 
29 1 30 142 127 122 
30 1 33 146 1 30 1 24 
3 1  1 37 1 33 
32 1 40 1 36 
33 144 139 
34 147 142 
35 1 5 1  145 
36 1 54 148 
37 1 58 
38 1 6 1  
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表 12 . 評価点 か ら 各認知領域の指標得点 に換算す る 表 (45-54 歳)
評価点 即 時記憶 視空間 ・ 構成 三仁三コ計三ロ五口 注意 遅延記憶
46 32 4 37 37 
2 48 36 9 40 40 
3 5 1  40 14  44 44 
4 54 43 20 47 47 
5 57 47 25 50 5 1  
6 60 5 1  30 53 54 
7 63 54 35 57 57 
8 66 58 40 60 6 1  
9 68 62 45 63 64 
10  7 1  65  50  67  68  
1 1  74 69 56 70 7 1  
1 2  7 7  7 3  6 1  7 3  7 5  
13  80  77  66  76  78  
14 83 80 7 1  80 8 1  
1 5  85 84 76 83 85 
16 88 88 8 1  86 88 
1 7  9 1  92 86 89 92 
18 94 95 9 1  93 95 
19  97 99 97 96 98 
20 1 00 1 03 1 02 99 102 
2 1  1 02 1 06 1 07 1 03 105 
22 1 05 1 09 1 12 1 06 1 09 
23 1 08 1 1 3  1 17 1 09 1 12 
24 1 1 1  1 17 1 22 1 12 1 15 
25 1 14 120 127 1 16 1 19 
26 1 17 1 24 1 33 1 19 1 22 
27 1 19 1 28 1 38 1 22 1 26 
28 122 1 43 125 1 29 
29 125  1 48 129 1 33 
30 128 1 53 1 32 1 36 
3 1  1 3 1  1 35 
32 1 34 1 39 
33 1 36 1 42 
34 139 1 45 
35 142 1 48 
36 145 1 52 
37 148 
38 1 5 1  
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表 1 3 . 評価点 か ら 各認知領域の指標得点に換算す る 表 (55-64 歳)
評価点 即 時記憶 視空間 ・ 構成 言語 注意 遅延記憶
46 25 18  38  47  
2 49 29 22 4 1  50 
3 52 33 27 45 52 
4 55 37 3 1  48 55 
5 58 41 36 5 1  58 
6 6 1  45 40 54 6 1  
7 63 49 45 58 64 
8 66 54 49 6 1  66 
9 69 58 54 64 69 
10 72 62 58 67 72 
1 1  75 66 62 7 1  75 
12 78 70 67 74 78 
1 3  8 1  74 7 1  77 81 
14 83 78 76 80 83 
1 5  86 82 80 84 86 
16 89 87 85 87 89 
17 92 91 89 90 92 
18 95 95 93 94 95 
19  98 99 98 97 97 
20 100 103 102 100 100 
2 1  103 107 107 103 103 
22 106 1 1 1  1 1 1  107 1 06 
23 1 09 1 16 1 16 1 10 1 09 
24 1 12 120 120 1 13 1 1 1  
25 1 15 124 1 25 1 16 1 14 
26 1 18 128 129 1 20 1 17 
27 1 20 132 1 33 123 120 
28 123 1 38 1 26 1 23 
29 126 142 1 29 125 
30 129 147 133  1 28 
3 1  1 32 136 
32 1 35 1 39 
33 1 38 142 
34 1 40 146 
35 1 43 149 
36 1 46 152 
37 1 49 
38 1 52 
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表 14. 評価点 か ら 各認知領域の指標得点 に換算す る 表 (65ー74 歳)
評価点 即 時記憶 視空間 ・ 構成 言語 注意 遅延記憶
45 22 52 42 40 
2 48 26 55 45 43 
3 5 1  30 58 48 46 
4 54 34 6 1  5 2  49 
5 57 39 64 55 53 
6 60 43 67 58 56 
7 63 47 69 6 1  59 
8 66 52 72 64 62 
9 68 56 75 67 66 
10 7 1  60 78 70 69 
1 1  74 64 8 1  73 72 
12 77 69 84 77 75 
13 80 73 87 80 78 
14 83 77 90 83 82 
15  86 82 92 86 85 
16  89  86  95  89  88  
1 7  9 2  90 98 92 9 1  
1 8  95 94 10 1  95 95 
19 98 99 1 04 98 98 
20 100 1 03 107 101  1 0 1  
2 1  103 107 1 10 105 1 04 
22 106 1 12 1 13 108 1 08 
23 109 1 16 1 15 1 1 1  1 1 1  
24 1 12 120 1 18 1 14 1 14 
25 1 15 1 24 1 2 1  1 17 1 17 
26 1 18 1 29 1 24 1 20 1 20 
27 1 2 1  1 3 3  1 27 1 23 1 24 
28 124 1 30 126 127 
29 127 1 33 1 30 1 30 
30 1 30 1 36 1 33 1 33 
3 1  133 1 36 
32 1 35 1 39 
33 1 38 1 42 
34 141  1 45 
35 144 1 48 
36 1 47 1 5 1  
37 1 50 
38 1 53 
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表 1 5 . 評価点 か ら 各認知領域の指標得点 に換算す る 表 (75-84 歳)
評価点 即 時記憶 視空間 ・ 構成 三Z三コF圭ロ五口 注意 遅延記憶
47 2 1  30 4 1  2 5  
2 50 25 33 44 29 
3 53 29 37 47 33 
4 56 34 4 1  50 38 
5 58 39 45 54 42 
6 6 1  43 49 57 46 
7 64 47 53 60 50 
8 67 5 1  57 63 54 
9 70 56 60 66 59 
10  72  60 64 69 63 
1 1  75 64 68 72 67 
12 78 69 72 75 7 1  
1 3  8 1  7 3  76 79 75 
14  84 78 80 82 80 
1 5  86 82 83 85 84 
16 89 86 87 88 88 
1 7  9 2  9 1  9 1  9 1  9 2  
18  95 95 95 94 96 
19  98  1 00 99 97 1 0 1  
20 1 0 1  1 04 103 1 0 1  1 05 
2 1  1 03 1 08 107 104 1 09 
22 1 06 1 13 1 10 107 1 13 
23 1 09 1 17 1 14 1 10 1 17 
24 1 12 1 2 1  1 18 1 1 3  1 22 
25 1 1 5  1 25 1 22 1 16 126 
26 1 17 1 30 126 1 19 1 30 
27 120 1 35 1 30 122 134 
28 123 1 33 126 1 39 
29 126 137  1 29 143 
30 129 141  1 32 1 47 
3 1  1 3 1  1 35 
32 1 34 1 38 
33 1 37 141  
34  140 144 
35 143 148 
36 1 45 1 5 1  
3 7  148 
38 1 5 1  
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表 16 . 評価点 か ら 各認知領域の指標得点 に換算す る 表 (85-99 歳)
評価点 即 時記憶 視空間 ・ 構成 ニ仁ニコ 至ロ宝ロ玉 注意 遅延記憶
47 38 33 43 30 
2 50 4 1  36 46 34 
3 53 45 40 49 38 
4 56 48 43 52 42 
5 59 5 1  47 55 46 
6 6 1  55 5 1  58 49 
7 64 58 54 6 1  53 
8 67 62 58 64 57 
9 70 65 62 67 6 1  
10  73 68 65 70 65 
1 1  76 72 69 73 69 
12 78 75 72 76 73 
1 3  8 1  79 76 79 76 
14 84 82 80 82 80 
15 87 85 83 85 84 
16  90  89 87 88 88 
1 7  93 92 91 9 1  92 
18 95 95 94 94 96 
19 98 99 98 97 99 
20 1 0 1  1 02 102 100 103 
2 1  104 1 06 105 103 107  
22 107 1 09 109 106 11 1 
23  109 1 12 1 12 109 1 1 5  
24 1 12 1 16 1 16 1 12 1 19 
25 1 1 5  1 19 120 1 1 5  1 22 
26 1 18 1 23 123 1 18 126 
27 1 2 1  126 127 1 2 1  1 30 
28 124 1 3 1  124 1 34 
29 126 134 1 27 138 
30 129 1 38 1 30 142 
3 1  132 1 33 
32 135 1 36 
33 1 38 1 39 
34 141  142 
35 143 145 
36 146 148 
37 149 
38 1 52 
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福 田 正 治
は じ め に
自 然界 に 起 こ る 現象 に 対 し て 「 な ぜか」 と い う 好奇心 は人類 に与え られた特権で あ る O 人類が
さ ま ざ ま な知恵 を め ぐ ら し て き た と き 、 こ の 好奇心 は 自 然科学が進歩す る 強力 な 原動力 と な っ た。
有名 な 話 に ニ ュ ー ト ン が、 り ん ごが木か ら 落 ち る の を見て 「な ぜか」 を考え た 結果、 万有引 力 の
法則が発見 された。 われわれ は それ に よ っ て星の動 き が神で は な く 、 重力 の 法則 に よ っ て説明 さ
れ る こ と を知 り 安心で、 き る よ う に な っ た。 惑星が一直線 に 2個重な ろ う が、 5 個重な ろ う が、 ま た
太陽が月 に 隠れ る 日 食で あ ろ う が、 大凶 ま た は大吉 の 傾向 で は な く 、 単 な る 自 然が示す偶然 と し
て あ ま り 気 に留 め な く な っ た 。 古代 は これ に よ り 、 天 の 支持が得 られた と か、 天か ら 見放 さ れた
と か み て い た が、 そ の 不安 と 期待か ら 開放 さ れた。
し か し 人聞 は欲深 い も の で、 更な る 好奇心 に 取 り 込 ま れ、 宇宙 の起源、 空間の起源、 物質の起
源、 時間 の起源 に ま で 「な ぜか」 を 広 げ よ う と し 、 今 日 の物理学の進歩が あ る 。
こ の 「 な ぜ か」 を ヒ ト に 拡大 し て言及 し よ う と す る 好奇心 も や は り 人間 の業で あ る 。 ま ず最初
に 宗教が そ の答を用意 し 、 キ リ ス ト 教で人 は土か ら 生 ま れた と し て い る O し か し そ の 答 え は 自 然
科学、 す な わ ち 再現可能や検証可能 と い う 強力 な 信念形成 の 武器 の前 に も ろ く も 崩れ去 ろ う と し
て い る (1)o 世界 は 7 日 間で築かれた と い う 答 に は も は や魅力や説得力 は な い 。
それ以降、 自 然科学万能主義が は び こ り 、 「 な ぜ」 の 答え に は 自 然科学 の 衣 を着 け な ければ、
も は や人 に対す る 説得性 は持 た な く な っ た。 多 く の疑問 は、 わ か っ た よ う で わ か ら な い科学的衣
を伴 っ て、 それで納得す る 傾向 が で て き た。 し か し ひ と た び、 物理学 の世界か ら 生物学の 世界 に
入 っ て く る と 、 こ の傾向 は よ り 強 く な っ て く る 。
生物学で、 な ぜ眼が 2 個 で、 な ぜ足が 2 本 な の か な ど と い っ た 疑問 に 、 科学的証拠を並べて説
明す る こ と は難 し し 」 究極の 疑問 と し て、 生命 と は何か、 ど う し て地球上 に生命が あ る か な ど は
現在の 最先端の研究で も っ て も 答 を 出 す見通 し さ へ な い。 さ ら に 意識 と は何か、 自 己 と は何か、
心 と は何か な ど5 000年以上 に わ た っ て膨大 な 人力 と 時聞 を か け て思考を重ね て き た が、 い ま だ に
答 を 出 し き れて い な い 。
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感情 も ま た こ の範轄に入 る 。 人 に は喜怒哀楽の 感情が備わ っ て い る が、 「 な ぜ感情が あ る のか」、
「感情 と は何か」 と い う 根源 的 な 疑問 に 対 し て 、 生活 と 密接 に 関係 し て い る た め に 、 哲学的 に ア
プ リ オ リ に人 の あ る べ き 姿を規定 し 、 そ こ か ら 感情 と は こ う で あ る と 考え た 哲学者 も い た が (2)、
知何せ ん、 多 く の 人 を説得す る こ と に は失敗 し た。
そ ん な 中で、 生 き 残 っ て き た考え方の一つ が、 地球上の30億年の生物の進化 に基づ く 説明 で あ っ
fこ (3)。
恐れ は、 外界の敵や危険 に 対 し て臆病 な 動物だ け が生 き 残 り 、 そ の結果 と し て恐れの 発生があ
り 、 今度 は そ の恐れが更 な る 生 き 残 り の 確率を上げ た と 。 怒 り も 愛 も 「生 き 残 る 」 と い う 進化 の
命題か ら 発生 し 強固 な も の と な り 、 われわれ ヒ ト に 受 け継がれて き て い る 。 進化 の 基本 は、 た だ
2 点 「生 き 残 る J I子孫 を残す」 に 集約 さ れ る 。 こ の 2 点 は現在 の 地球上 の 生物 の 存在 と 多様性
を 自 明 の 事 と し て疑 い な い も の に し て い る O
し か し 多 く の 支持を得 られた か ら 、 こ れが証拠 に 基づ い た 真実で あ る と は必ず し も い え な い と
こ ろ が あ る ω。 感情を説明す る 根拠 は よ く よ く 考 え て み る と 、 結果 に 基づ い た 説明 で あ る 。 つ
ま り 生 き 残 っ た か ら 、 恐れが 出 て き た と い う 理論構成 に な っ て い る 。 多 く の 感情 に 関す る 研究 を
眺め、 過去を 振 り 返 っ て み た と き 、 ま た 最初 の 疑問 に 立 ち 返 っ て 「感情 と は何か」、 「感情 は な ぜ
あ る の か」 と 考え た と き 、 証拠 に 基づ い て何 も 答え て い な い と い う 疑念が浮か び あ が っ て く る 。
物理学での、 ニ ュ ー ト ン の運動方程式 は運動 の 過去、 現在、 未来 を説明で き る の に 、 感情の 理
論で は な ぜで き な い の か。 そ こ に ど の よ う な 問題が横 た わ っ て い る か ら 答え る の が不可能 な の か
に つ い て若干の考察 を 求 め た の が こ の 論文で あ る o
1 . 行動を決定す る ため の要素
動物 は何 ら か の入力 と 出力を備え て、 環境 に 適応 し て い る 存在で あ る 。 そ の場合、 出力 を決定
す る た め に 入力 と 出力 の 聞 に 、 脳 と い う 中枢組織 を進化 の 中 で供え て き た 。 脳 は あ ら ゆ る 環境の
変化 に対応で き る よ う に 、 冗長性 と 汎用性を備え た柔 ら か い 決定機関 と し て進化 し て き た。 こ の
脳 に よ っ て ヒ ト は社会を形成 し 、 一人 の行動 は確率的で な く 決定論的な選択 に よ っ て決め られて
い る 。
あ る 行動 を遂行す る と い う 一つ の解 を 見つ け る こ と は、 自 然界で は簡単 に行われ、 多 く の 時間
を費やす こ と は少な い。 時 に 迷 う こ と は死を意味す る た め に、 一連 の行動 は ス ム ー ズ に 遂行 され、
これが脳の 中で制御 さ れて い る 。 こ の 決定を脳か ら 離れて、 コ ン ビ ュ ー タ で解 を 出す と し た ら 、
ど の よ う な 変数を入れな ければ な ら な い か を考え た と き 、 い く つ か の変数を指摘す る こ と がで き
る O
1 .  1 系の オ ー プ ン性
物理学の 現象 を考え る と き 、 運動方程式 は 閉 じ た 系で計算 さ れ る 口 こ こ で閉 じ た 系 と は、 全て
の 関連す る 変数が決定可能で あ る と い う こ と を意味す る 。 衝突 される 物体の動 き は衝突す る 物体
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を取 り 込ん だ系で、 物体の 弾性、 摩擦係数、 さ ら に は空気抵抗、 気温 な どが分か っ て い る こ と を
意味 し 、 物体の 運動が完全 に 記述 され る o
これを動物の集団 に 適応 し た と き 、 血縁集団、 ま た は集団が孤立 し て い る 場合 は、 そ の 中 の構
成員 の行動 は相対的 に 予測可能で あ る 。 と い う の は、 それぞれの構成員 の役割や特性 は ほ ぼ固定
さ れ、 自 然環境か ら の年次変化が少 な ければ、 それか ら 行動 を予測す る こ と は比較的簡単で計算
可能 と い う こ と に な る O 一年後 の 稲 の 収穫、 そ し て そ の後の祭 り が今年 と 同様 に 執 り 行われ る か
を予測す る こ と は簡単で、、 実際そ の通 り に な る O
し か し 現実 に は集団 は一つ で な く 、 地域 に い く つ か の集団が あ り 、 それ ら の 聞 の 相互交流 が あ
る 。 相互交流 は生物で は近親婚を避 け る た め に 必然で、 常 に 新 し い者を受 け入れ る 必要が あ り 、
ま た 食料獲得の た め の テ リ ト リ ー は 自 然環境 の 変動 の た め に常 に 集団 聞 の 接触を必要 と す る O そ
の 点で集団 は閉 じ た系 で は な い 。 ど の よ う な人が入 っ て来 る か は不明で、 時 に 異種 の 侵入者で あ
る か も しれず、 それに 対処 し な ければ そ の集団 は生 き 残 る こ と がで き な い 口
特 に 自 然の環境変化を含め る と 、 閉 じ た 系 を 構成す る こ と は絶望的 に な る o 地震、 早魅、 洪水
な ど の 自 然災害 は予測不能で それに対応す る 一般的方法 は な い 。 多 く の生物 は一種類の 自 然変化
に は対処で き る 能力 を獲得で き る が、 2 種類、 3 種類の変化の対処能力 と な る と 少 な く な る o 乾
燥地帯で生 き る 動物を連想 し て も ら え ば、 乾燥 と い う 変数 は進化の 中で適応 し 予測範囲 に あ り 、
これで 閉 じ た系 を形成す る こ と がで き る が、 そ の適応変化が氷河期 の寒冷 に 対応で き た か と い う
と お そ ら く 適応で き な か っ た だ ろ う 。 さ ら に 自 然環境 に伴 う 食料事情の変化 は 閉 じ た系 を つ く る
こ と を難 し く し て い る O 温暖で食物連鎖が豊富 な 熱帯で あれば、 必要 と さ れ る エ ネ ルギー に対す
る 閉 じ た 系 を構成す る こ と がで き る が、 自 然 は必ず し も そ う は な っ て お ら ず、 食糧問題 は生存 に
直結す る た め に他の地域 に 侵入 し て い く か、 他 の 集団が進入 し て く る か の オ ー プ ン 系 で あ る 。
こ こ で系を さ ら に 拡大 し て大多数 の集団を含 め た 大 き な 系 は 閉 じ た系 と し て予測可能で は な い
か と の指摘が で き る 。 確か に これを含め て集団力学か ら 行動を確率的 に推定す る こ と は あ る 程度
可能で あ る が、 今述べ た よ う に 自 然 は究極的 な オ ー プ ン 系で予測す る こ と は現在で き な い 。
な ぜ オ ー プ ン 性が行動 の 決定 に 問題 に な る か と 考え る と 、 因果律に従え ば、 行動 を決定す る た
め に は、 それを決定づ け る 変数 を す べて考慮 し て計算すれば、 次 に起 こ る 行動 が わ か る か ら で あ
る o し か し そ の す べて の 因子の 中 に 一つ で、 も 予測不能 な 変数が あれば出力 は決定で き な い 。 し か
し生物 は現在 ま で、地球上 に生 き 残 っ て き て い る こ と を考え る と 、 脳は少 な く と も オ ー プ ン系 の 中
で の対処方略を有 し て い る こ と を示 し て い る O それは何な の か。 こ こ に 感情の発生を考え る 第一
要素が あ る 。
1 . 2 情報の確実性
上で述べ た議論 と も 関係す る が、 物理学で あれば、 可能な 限 り の影響を式 に 取 り 入れ る こ と に
よ っ て、 正確 に 運動 を予測す る こ と がで き る 。 星 の 運動 を か な り の正確 さ で予測で き る の は こ の
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原則 に 従 っ て お り 、 ま た飛行機が空を飛び、 新幹線が高速で走れ る の も こ の と こ ろ に よ る O こ の
こ と は運動 を決定す る 情報 を か な り 確実 に把握 し 、 ま た で き る こ と を意味 し て い る O
動物 に お け る 行動 の決定 に 関与す る 情報の確実性 に 関 し て、 動物を取 り 巻 く 環境か ら の 情報 は
不確実で あ る と い え る O 第一 に 動物 の 感覚系 は、 今 日 の物理学的測定法で調べ られ る よ う な 正確
な 情報を得 る よ う に で き て い な い。 視覚で い え ば、 特殊 な 例 を 除 い て 、 熱の赤外線 は感知で き な
い し 、 視力 は2.0を超え る こ と は な し 、。 ま た小 さ い も の で は 10μ m以下 の も の を 見 る こ と は で き な
い し 、 速 い も の で は、 弓矢の 動 き を追 う こ と は で き な い 。 ま た動物の 感覚系 は届 く 範囲が限 られ
て い る 。 視覚 は数km先 の も の を 区別す る こ と は で き ず、 聴覚 も 限 られて く る O そ の 点か ら 動物
は外界 の 不確か な 情報 し か得 られず、 それで も っ て行動 を決定 し て し 、 か な ければな ら な い こ と に
な る 。
さ ら に 不確実性 を高 め て い る の は、 集団 の 中 の 構成員 に 関す る 情報で あ る 。 特 に 捕食者 一 被食
者関係 は蟻烈で、 被食者 は い か に 捕食者か ら 逃れ る か の戦略が必要 に な る 。 捕獲 さ れ る こ と は、
当然 の こ と な が ら 生命 を失 う こ と か ら 、 い か に 捕獲 さ れな い か の方略を進化 さ せ た 。 上で述べ た
動物の感覚系 に は それぞれ限界が あ る た め に 、 そ の 限界か ら 逃れ る 術を獲得 し て い っ た 。 そ の 一
例が識別能の小 さ い 生物 に 対 し て は擬態や保護色の 戦術、 特殊 な 運動能力 が進化 し て い っ た (5)。
ヒ ト を含め た大 き な 動物で は、 そ の よ う な戦略が取れず、 い か に行動 を 予測 さ せ な い か の戦略
が進化 し て き た 。 不動化 CF reez ing) と い われ る 、 襲われた と き じ っ と し て動 か な い と い う 戦
略 は 一つ の 防衛方法で あ る (6)。 不動 と い う の は動 き と い う 変数 を 固定す る と い う こ と か ら 、 次
に何が起 こ る の か、 ま た そ こ に 存在す る か ど う か も 捕食者か ら は不明 に な る O
表情 は ヒ ト に お い て多様 な 情報の発信源で あ り 、 人 は表情か ら 他者の心の多 く を読み取 っ て い
る (7)。 も し 相手が表情を 示 さ ず能面 の よ う に 振舞 っ て いれば、 相手が何 を考え て い る か予測で
き ず、 それ は不確実 な 情報 と な り 、 行動決定 に 際 し て の 変数 に は な り に く い。
集団 の 中 で、 し っ ぺ返 し ゃ裏切 り は、 生命の危険を伴 う た め で き る だ け正確 な 情報 に 基づ い て
決定を下す必要が あ る (8)。 し か し 他者か ら 得 られ る 情報 が不確実だ と す る な ら ば、 それを上回
る 決定能力がな ければ な ら な い 。 協力を示す情報 は積極的 に 受 け入れ る 必要が あ る 。
動物 は こ の よ う な 不確か な 情報を持つ環境の 中で も 、 簡単に特定の行動を決定 し 遂行 し て い る O
生物 は環境か ら の 情報が不確実だ か ら と い っ て行動決定 を留保 し て い て は今 日 ま で生 き 残 っ て い
な か っ ただ ろ う 。 そ の 決定 に は、 感情が関係 し て い る と の 説 も あ る (9) 。 あ る 面で は 不確実 な 情
報 に 対 し て確率的 な 決定を行 っ て 外界 に 対処 し て き た と 考え られ る 。 それを “勘" や “ 直観" と い
う 言葉で表 し て い る が、 脳の情報処理が確率的 で あ る と の 証拠 は な い 。
1 . 3 集団の規模
対象が一人 の と き は比較的正確 な 情報 を得 る こ と がで き る O 寝食を共 に し 、 会話 も 十分で生活
の すべて の 時間 を 共 に すれば相手が何 を考え、 ど の よ う に行動す る か は お よ そ知 る こ と がで き る 。
こ れが十数名 の 血縁関係 の 集団で も 個 々 の 人の十分 な 情報 を得 る こ と が可能で、 そ の 中 で の 集団
no 
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に 適合 し た合理的 な 行動を決定す る こ と がで き る 。 こ れが数百人規模 に な っ て く る と 、 日 常生活
で全て の 人 と 行動 を 共 に し 各人の行動パ タ ー ン を把握す る こ と は も は や で き な し 、 。 ま た非血縁関
係の集団で構成 されて いれば ま す ま す不確実性 は増え て方向性す ら 見つ け る こ と は不可能 に な る O
人 は こ の よ う な い か な る 集団規模 に お い て も 不定期で不確実 な 環境変化 に 対処で き る 能力 を獲
得 し て き た。 数千人 の集団 で あ ろ う と 、 個人が そ の 中で選択 さ れ る 行動決定 に か か る 時間 は 同 じ
で あ る O お そ ら く 感情 は集団 の 規模 に よ ら ず個人の 行動決定 の 迅速化 に 関与 し た 可能性が あ る o
1 . 4 接触回数
現代科学の方法論 は、 再現性 と それに伴 う 検証可能性が基礎 と な っ て い る O 自 然 は 同 じ こ と を
何回 も 繰 り 返 し て起 こ る こ と を仮定 し 、 た と え全 く 同 じ こ と が起 こ ら な く て も 、 限 り な く 類似 の
条件 を作 り 出 し て 同 じ 結果が得 られる こ と を仮定 し て い る O
生物 の集団で も こ の 原理 は 同 じ で あ り 、 閉 じ た 系 で の 再現性 は、 日 常性 と し て大 い に 期待で き
る 。 多 く の場合、 生活の パ タ ー ン は毎 日 の 繰 り 返 し で あ り 、 接触す る 相手 も 同 じ で あ る 。 特 に 家
族を含め た血縁関係 の集団で は、 繰 り 返 し の 中で決定が行われ る た め、 行動 の種類 は 限 られ、 あ
る 程度予測可能で あ る 。
し か し オ ー プ ン な 生存系で は こ の再現性 は必ず し も 真実 と は い え な い 。 生 き て い る 期間で た だ
の一度 し か経験 し な い こ と も あ る し 、 2 - 3 回 し か経験 し な い こ と も あ る O 地球上 に い る 限 り 、
見知 ら ぬ人や集団 と の 接触を避 け る こ と は不可能で あ り 、 自 然環境の 変化 に よ り 自 ら の移動で新
た な 事態 に 遭遇す る か も しれな し 、 。 さ ら に は発達成長を考え る と 、 新 た な経験 は 当 然 の こ と な が
ら 一回限 り に相 当 し て い る O そ の 一回限 り の 試行錯誤が生命の危険に さ ら さ れた と き 、 許 さ れな
い 選択 も あ る O た と え ばサ ソ リ に 刺 さ れて み て、 次の行動 を 決 めれば よ い と い う 選択 は あ り え な
し ' 0
集団で は接触回数が一回か複数か に よ っ て異 な っ た行動戦略を 引 き 起 こ す。 繰 り 返 し 起 こ る 事
象 に 対す る 行動選択で は、 集団聞 の 中 で生 き 残 る た め の協力 や 連合の行動戦略が生 き 残 る 確率 を
高 め 、 集団聞 の 力学的関係 を安定 に す る こ と が あ る 。
し か し それが一回限 り で は、 非協力 が進化的 に 安定 な 戦略 に な っ て く る (10)。 時 に 、 し っ ぺ返
し 、 裏切 り 、 欺 き と い う 行動戦略を伴 う こ と が あ る 。 「旅 の 恥 の か き 捨て」 的 な 行動で、 ま っ た
く と い っ て い い ほ ど、 繰 り 返 し 方略 と 異な っ て く る 。
そ の よ う な 突発的 な 出来事 に も 対応で き 、 ま た繰 り 返 し 起 こ る 刺激 に も 対応で き る 決定機構 と
は ど の よ う な も の か、 われわれの 脳 は あ ら ゆ る 可能性 に対処す る た め の能力 を 有 し て い な い。 あ
ら ゆ る 突発的な事象 に対応す る プ ロ グ ラ ム を書 く と し た ら 、 無限長 の プ ロ グ ラ ム と な り 、 お そ ら
く 目 前 の 対策 に は役に経た な い も の と な る だ ろ う 。 脳 は そ の よ う な戦略を と っ て お ら ず、 も っ と
柔軟で冗長性の あ る シス テ ム を取 り 扱 っ て い る が、 それに対 し て感情が ど の よ う に か か わ っ て い
る 今 の と こ ろ わ か ら な い 。
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1 . 5 時間的要素
われわれの行動 を考え る 場合、 行動 は現在 の 時間で し か測 る こ と がで き な い が、 行動発生の原
因 は過去の 出来事を 引 き ず っ て い る O 相手を援助す る と い う 行動 は過去 に彼 ま た は彼女か ら 助 け
られた た め に 起 こ っ て い る こ と か も しれな い 。 後悔 は過去 の 行動 の反省 を伴い、 ま た ポ ジ テ ィ ブ
な 出来事 に対 し て は 自 信 と プ ラ イ ド と な っ て次の行動決定 に 影響を及 ぼ し て い く 。 こ の過去 は人
の一生 と い う 時間 ス ケ ー ルか も しれな い し 、 さ ら に文化 と な る と 家系や国家の歴史ま で も 引 き ず、 っ
て行動決定 に 影響 し て く る 。 「家 を継 ぐ 」 と い う 行動 は ま さ し く 過去 の 継続 を 意味 し 、 そ こ に生
き る 価値 と 利得 と 満足を見出 し た行動で あ る O こ の よ う に 行動 は過去の経験か ら 人間 の一生を超
え た歴史 と い う 範鴎を も 考慮 し た 中で決定 され る O
一方、 人の能力 は未来 に ま で 聞 け て お り 、 ま だ経験 し て い な い 出来事を予測 し 、 そ の結果 を予
想す る 能力があ る 。 不安 と い う 感情 は、 未来 の要素を含ん で お り 、 ま た 自 信 は未来 の 確率 を上昇
さ せ る 。
物理学で は、 未来 に 起 こ る 出来事の予測 は、 突発的 な 出来事が起 こ ら な い と 仮定 し て物体 自 身
の運動 の 継続を保証す る だ け で あ る O そ の点で決定論的予測 の 下 に あ る O われわれが感情の 発生
を考え る 場合、 そ の 過去か ら 未来へ の 時間 の 要素 も ま た 発生の 変数 と し て考慮 さ れな ければ な ら
な い。
1 . 6 記憶
上で述べた よ う 行動 は過去の行動 の 履歴の上 に 成 り 立 っ て い る 。 こ れ は記憶 に依存 し て い る こ
と を意味 し 、 こ の 記憶の容量や持続時間が行動決定 に 強 く 影響 し て く る 。 こ れ は学習能力 と も 関
係 し 、 神経細胞の可塑性 の特性 に よ る O
記憶容量 は過去の経験を どれだ け多 く 記憶 し て お け る か の 能力 に依存 し 、 多 く の経験を記憶 し
て いれば、 現時点の行動決定 を す る た め の参照情報が多 い こ と を意味 し 、 行動決定の 時間短縮が
望 め、 それだ け生 き 残 る 確率が高 く な る 。 それが た と え 新奇 な 経験 し た こ と の な い こ と で あ っ て
も 、 類推 と い う 能力 に よ っ て、決定時間 の 短縮が図 られる だ ろ う 。
記憶時間 も ま た重要 な 要素で あ る o 当然、 記憶時間が極 め て短 ければ、 経験 は生か さ れず何度
も 同 じ 危険 に さ ら され る こ と に な る 。 記憶が一生続 け ば試行錯誤 は一度で済み低 コ ス ト で あ る こ
と は 確 か で あ る 。 さ ら に は遺伝子 の 中 に I m printing、 解発行動、 本能行動 な ど の よ う な 行動パ
タ ー ン が書 き 表 さ れ る と し た ら 、 そ の 危険性 は 限 り な く ゼ ロ に 近づ い て い く 。 し た が っ て感情発
生 に は記憶容量 と 記憶時間 を考慮 に 入れな ければ な ら な い 。
以上、 感情発生の 因子を考え る に あ た っ て の 系 の 開放度、 情報の確実度、 系の規模、 事象回数、
時間、 記憶 な ど の 行動決定要素 の主要 と 考え られる 変数 に つ い て検討 し た 。 すべて の 変数 に 対 し
て 明示的な理論式が感'情の発生に つ い て示す こ と がで きれば、 われわれ は現実 に 人 に備わ っ て い
る 感情の存在理 由 に つ い て理解 し た と 言え る の で あ ろ う 。 確か な こ と は、 こ れ ら すべて の 変数を
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考慮 し た脳の計算で、 感情 と い う 機能を有 し た 人類 を 含 め た動物が地球上で生 き 延 びて き て い る
と い う 事実が あ る と い う こ と で あ る O 感情 の 発生を考え る に あ た っ て感情の脳の計算理論がわ れ
わ れ の 求 め る も の で あ る 。
筆者 は わ れ わ れが現在知 っ て い る 物理学 の 中 に 参考 に な る 理論を見つ け る こ と がで き な し 1。 閉
じ た 系 で あ れ ば、 統計力学 も 有効 で あ ろ う が、 オ ー プ ン 系 で は偶発的な 出来事が何で あ る か を 限
定 し な い 限 り に お い て 状態を決定す る こ と は で き な い 。 確率論 は不確か な 情報か ら 過去 の デ ー タ
に基づ き 状態を決定す る こ と が可能か も し れ な い が、 脳が確率的 に働 い て い る と い う 保障は な い 。
複雑系 に対 し て複雑系理論が あ り 、 カ オ ス な ど の 現象が見 出 さ れ て い る が こ れ も 脳の 中で起 こ っ
て い る と の 確証 は な い 。
2 . 感情発生の理論
問題 は は っ き り し て い る 。 生物 と し て の 生存 と 繁殖の 基本的条件を満た し 、 上で述べ た 変数 ま
た は制約条件を入れ た と き 、 必然 と し て の 感情が導 き 出 せ る か と い う こ と で あ る 。 そ れが 「 そ の
よ う な 環境の 中で感情が生 ま れ る の は な ぜか」 と い う 質問 に 答え る こ と に な る O
こ の 中で厳然 と し た 事実 は、 感情が地球上の 動物 に お い て存在 し て い る と い う こ と 、 自 分の経
験か ら 自 分 の 中 に 感情 と い う も の が存在 し て い る と 信 じ る に 足 り う る こ と が あ げ ら れ る 。 恋 を す
れ ば心臓が激 し く 脈打つ 自 分 を見つ け る こ と がで き る し 、 怒 り に 駆 ら れ た 時 は顔が真 っ 赤 に な っ
て声の調子が高 く な る 自 分 を 見つ け る こ と がで き る 。 も う 一つ の 信 じ る に 足 り る 事実 は、 感情が
脳の 中で再現 さ れて い る と い う こ と で あ る o 1300 g と い う 小 さ な器官で あ る 脳で実現 さ れて お り 、
身体以外の何者か、 例 え ば神 の よ う な 者か ら 送 ら れ作 ら れ て い る も の で な い と い う こ と で あ る O
こ の 2 点 を踏 ま え る と い う こ と は発生の 理論を考え る に あ た っ て唯心論 な ど不可知論 に 陥 ら な い
最低限 の指針 と な る 。
こ の こ と を 踏 ま え て、 感情の 発生の 理論を考え て み る と 、 機能 も 含 め て大 き く 、 ①進化論か ら
の理論、 ②進化 ゲ ー ム か ら の理論、 ③選択説 の 3 点が現在議論 の対象 と な る よ う で あ る 。
2. 1 進化論
現在 の と こ ろ 最 も 強力 な 感情発生 の 理論 は 進化論 に 基づ く 考え方で あ る (11)。 た と え ば恐 れ情
動 を考え て み る と 、 地球上の あ ら ゆ る 環境変化や状況変化 に 対 し て、 最初少 し臆病な生物が い て、
あ る 場面で逃げ回 っ て い た生物が生 き 残 っ た た め に 次の子孫 を 作 る こ と がで き た。 そ の子供 も 親
の特性を 引 き 継 ぎ、 さ ら に 少 し 臆病 さ を 強化 し た 特性を獲得 し た 。 そ れが代 々 引 き 継が れ世代 を
経て、 そ れが恐れ情動 と し て脳の特定の領域 に 形成 さ れて、 そ の よ う な特性を持 っ た生物 だ け が
地球上で生 き 延 び る こ と がで き た。 好奇心が あ り 恐怖心が少な か っ た生物 は、 捕食者一被食者関
係 の 食物連関 の 中で食べ ら れ て子孫を残す こ と がで き な か っ た た め に滅 びて し ま っ た 。 お そ ら く
進化 と い う 長 い 時間 の 中で実際起 こ っ て き た こ と は こ の 通 り で あ ろ う 。 ま と め る と 1 ) 臆病 な
性質を持 っ た 生物が生 き 残 っ た 、 2 ) 生 き 残 っ た生物が子孫を増や せ た 、 3 ) 生 き 残 っ た生物が
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恐れ情動 を持つ 、 と い 3 段論法で あ る O
確か に こ の論理 は進化 と い う 経過 を た ど っ て き た も の で は あ る が、 根本的 に は 「結果 に よ る 選
択」 で あ る O あ る 臆病 な 動物が い て、 そ れが生 き 残 っ て き て恐れ情動 が確固 と し た も の に な っ た
と い う の は結果を追認 し た 理論で、 な ぜ恐 れ情動 を 持 っ た も の が生 き 残れ た の か の 説明 は 単 に
「そ れ が あ る と 生 き 残れ た」 と い う 循環的 な 論法 と な り 、 こ れ以上の理論展開 は望 め な い 。 こ の 進
化論 は 「結果」か ら 説明す る た め に、 上で議論 し た 7 つ の変数の すべてを満た し て い る こ と に な る 。
2. 2 進化ゲー ム
も う 少 し 理論的 に 動物 の行動 を説明 で き な し 、 か と の フ ラ ス ト レ ー シ ョ ン は進化論 の 当初か ら 存
在 し て い た 。 ス ミ ス は ゲ ー ム 理論を応用 し て、 特 に 利他的行動 が地球上で な ぜ存在す る か の証明
を し て み せ た (12)。 進化論 の 原則 は生存競争で、 個体が生 き 残 ら な け れ ば問題 に な ら な い 。 そ の
た め に は弱肉強食が取 り う る 行動 の 選択基準 と な る O し た が っ て 自 己犠牲を伴 い 他者を助 け る 行
動戦略 は説明 つ か な い こ と に な る o
ド ー キ ン ズ は、 個体の存続 と い う よ り む し ろ 、 生物 は 自 己 の 遺伝子 の 存続が本質的で、 そ の 存
続 の 確率が高 け れ ば、 自 己 の 生存 は 失 わ れ て も よ い と の 考 え 方 を示 し た (13) 。 自 分 と 子供が危険
に あ っ た と き 、 ど ち ら が助かれ ば よ い か と の 場面で は、 個体中心 に考え れ ば、 子供 よ り 自 分 と い
う こ と に な る が、 遺伝子 中心で 眺 め れ ば、 自 分 を 犠牲 に し て 子 ど も を 助 け れ ば 1/2 の 遺伝子 は
確実 に 次世代 に つ な ぐ こ と が で き る O
利他的行動 を と る 動物 と 利 己的行動 を と る 動物 の 共存で、 大多数の利 己的行動 を と る 動物 と 少
数 の 利他的行動 を取 る 動物の共存が 「進化的 に 安定 な 戦略」 と し て理論づ け ら れ た (10)。 こ の 考
え の 原点 は、 全体 の利得が最大 に な る 状態で安定す る と い う も の で、 利得 と は数の最大化 と も 適
応の最大化 と も 言わ れ る が、 一つ の判断基準 と し て利得 と い う も の を導入 し た 。
こ こ で は利 己的特性 と 利他的特性を有す る 二種類の集団 を考え た が、 こ れ に 加 え 互恵 的 な 戦略
を と る 第三の集団を混入 さ せ る と 何が起 こ る だ ろ う か。 た と え ば動物の世界で は致死的な ノ ミ を
取 っ て も ら っ た ら 、 そ の 相手 に お返 し と し て背中 の ノ ミ を取 っ て や る と い う 互恵関係で あ る (10)。
理論解析 に よ れ ば、 そ の よ う な 集団で は最終 的 に 大多数の互恵 的戦略を取 る 集団 と 少数 の 利 己的
戦略を集団が残 り 、 利他的戦略 を取 る 集団 は残 ら な い と い う の が安定 な 解 と な る 。 こ れ は わ れ わ
れ の 世界 が相互 の助 け 合 い の 中 で成 り 立 っ て い る と い う 実感 と 一致 し て お り 、 集団 の利得 の 中 に
互恵性が見 ら れ る の は興味深 い 。
こ の 基本的 な 考 え方 の 中 に 、 互恵的協力 が一回限 り か、 繰 り 返 し 起 こ る 事象か に よ っ て、 と り
う る 戦略が異 な り 、 し っ ぺ返 し 戦略が利得の 増加 に 貢献す る こ と も あ り 、 逆 に 欺 く こ と が利得の
増加 に貢献す る こ と も あ る 。
し か し こ の理論を よ く よ く 眺 め て も 、 感情が行動決定 に 強 く 影響 し て い る と の 説明 は な い 。 そ
も そ も こ の理論 に感情 と い う 言葉 は判断基準 と し て 明示的 に用 い ら れて お ら ず、 上で述べ た 集団
利得が主 た る 原因で あ る 。 乙 の よ う な 行動決定 に は感情 は必要で な く 利得で多 く の行動が説明で
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き る 。
一つ の 理 由 と し て、 利得 は一価関数 と し て容易 に 数量化で き 、 数学的理論 に 組み込む こ と がで
き た こ と に よ る O 進化 ゲ ー ム で は包括的適応度 と い う 評価関数が あ り 、 行動経済学で は そ れ が価
値や利得で あ り 、 行動心理学で は報酬 の 最大化 に な る 。 報酬 と い う 変数 も 数量化可能で、 動物の
行動 の 選択性 は こ の 報酬 と い う 変数で も 説明 で き る 。 し か し こ の 報酬 と い う 評価関数 の値を決定
す る こ と は意外 と 難 し く 、 母集団が大 き く な る と 決定 に要す る 時間が無限大 に な る O そ の と き の
判断基準の ひ と つ が好 き 嫌 い の 選好で あ る 。 事実、 わ れ わ れ は生活の 中で ど の ケ ー キ を食べ よ う
か、 ど の 服 に 決め よ う か、 選択す る の に よ く 迷 う こ と が あ る O そ の よ う な 意味で進化ゲ ー ム 理論
は無限の計算時間 を許 し た 条件で あ り 、 必ず し も 短時間 の 決定 を伴 う も の で は な い。 残念な が ら
こ れ ら 時間的要素を包含す る 一つ の 変数を見つ け 出 す こ と は で き な し 、。 そ の 中で S i m 0 n は満
足度最大化の原理を提唱 し て い る (14)。
そ れ で は感情 の 数量化 は ど う で あ ろ う か。 喜 び、 恐怖、 怒 り 、 愛情、 嫌悪 と 基本情動 だ け を取
り 上 げて も 、 ど の よ う に数量化 し 評価関数を設定す れ ば よ い か見当 も つ か な い 。 さ ま ざ ま な 状況
を考え る と 、 た と え ば恐怖情動 の 発生原因 は、 突然 の 変化、 高 さ 、 新奇性 な ど い ろ い ろ 存在す る
が、 そ こ か ら 出 て く る 恐怖情動 を数量化 し て極値 の 安定性 を 求 め る 理論 は非常 に 難 し い 。 そ れで
は も う 少 し 原始的 な 快 ・ 不快の原始情動 に 戻 っ て数量化で き な い だ ろ う か。 快 ・ 不快 な ら ば ホ メ
オ ス タ シ ス (恒常性) を介 し た 身体変数 と の 関係で数量化可能 に も 思え る が、 経験的 に 何が快で
不快か は個人差が あ り 状況依存的で必ず し も は っ き り し た定義がで き な い 。
感情を単純 に ポ ジ テ ィ ブ な 感情 と ネ ガ テ ィ プ な 感情 に 分 け、 そ れ を身体 の 恒常性や保持 な ど の
評価 を加え て数値化 し 、 リ ア ル タ イ ム で生存 を 特徴づ け る “包括的適応度" の よ う な 評価関数を
取 り 入れれば、 感情 は そ れ を最大 に す る か、 正の値 に な る よ う に す る か の方向性を持 っ て決定 さ
れ る よ う に な る か も し れ な い 。
さ ら に 根本的 な 問題 と し て、 こ の 論文で は感情を一つ の 理論、 ま た は一つ の 評価関数 と し て表
す こ と が必要で あ る と の 考え方に従 っ て い る O し か し わ れわ れが提唱 し た感情階層説 に従え ば、
感情 は質の 異 な っ た 4 つ の 情動 ・ 感情、 原始情動、 基本情動、 社会的感情 お よ び知的感情 に 区分
さ れ て い る (11， 15)。 こ れ ら が進化 し て き た 基盤 は そ れ ぞ れ異 な っ て、 原始情動 は ホ メ オ ス タ シ ス
を基礎 と し た生体維持を、 基本情動 は個体 の 生存 と 繁殖を、 社会的感情 は集団で の維持を、 知的
感情 は集団間の安定 と 自 己実現を 基盤 と し て い る 。 そ れ ら を一つ の価値判断 ま た は一つ の 理論で
表現す る こ と は現在の レ ベ ルで は不可能で あ る 。
物理学の世界 は、 解釈 と し て 階層説を取 っ て い る O 微視的 な 世界は量子力学が、 わ れ わ れが見
る 世界 は古典力学が、 そ し て広大 な 宇宙 は相対性理論が適応 さ れ る 。 わ れ わ れ は そ れ ぞれ を 眺 め
る と き 、 意識的 に 見方を切 り 替え て い る O
も し 自 然の一端が階層性で表現 さ れ る と す る な ら ば、 感情を表現す る 脳 も ま た 階層性を保 っ て
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い て も 不思議で な い。 そ し て そ れ ぞ れ の 階層特性 に 従 っ た 独 自 の 理論があ る だ ろ う 。 こ の 場合 は
4 つ の 作動原理を立て、 そ れ ら を つ な ぐ 論理を発展 さ せ る こ と が現実的で は あ る o
特 に ロ ボ ッ ト に 感情 を 埋 め 込 む 場合、 こ の 階層 性 に し た が っ た 理論体系 の 導入 が必要 だ ろ
う (16)。 現在感情を伴わ な い 認知 と 行動 だ け し か で き な い ロ ボ ッ ト が盛ん に 作 ら れ て い る が、 原
始情動 的 な 疑似感情か ら ど こ ま で学習 さ せ る こ と がで き る か、 逆 の 意味で わ れ わ れ は ロ ボ ッ ト が
社会的感情や知的感情 ま で も 持つ こ と を望ん で は い な い 。
2. 3 選択促進説
機能 の点か ら 感情が必要 な こ と を主張 し た 有力 な 考 え 方が あ る (9) 。 そ れ は 時 間 の 変数 を 取 り
入れた考え方で、 進化 ゲ ー ム 理論で考慮 さ れ な か っ た 変数で あ る O 前 に も 述べ た よ う に 進化ゲー
ム で は、 対象 と す る 個体の数が増 え て く る と 、 利得を計算す る た め の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン 時間 は指
数関数的 に増 え て く る O 確か に 進化的 に 安定 な 戦略 の 解 に従 う 行動が見つ か る が、 そ こ に 至 る ま
で の 時間が無限大で あ れ ば、 実際の適用 は意味 を な さ な い で あ ろ う 。 生物 は 環境変化 に 対 し て即
座 に 行動決定 し な け れ ば生存が危 う く な る こ と は 明 ら か で、 素早 く 決断 し た 生物 ほ ど生 き 残 る 確
率が上が る と 想像 さ れ る O
外界 の 情報 は不確実で一定 し て お ら ず、 対象 と す る 数 も 不確か で あ る O そ ん な 不正確 な 情報 し
か得 ら れ な い環境 の 中 で素早 く 行動決定 を し な け れ ば な ら な い と し た ら 、 ど の よ う な 方策が必要
と な っ て く る だ ろ う か。
そ れ は確率論的 な 決定で、 限 ら れ た情報が不正確で あ っ て も 決定時間を早め る 機能が脳 に備わ っ
て い な け れ ば な ら な い こ と に な る 。 そ れが感情 の役割で、 選択の促進を図 っ て い る と 考え ら れ る 。
報酬 や利得だ け か ら 考え る と 決定 に は無限時間がか か る が、 感情が あ る か ら わ れ わ れ は リ ア ル タ
イ ム で生 き て い け る の か も し れ な い 。 恐れ情動 は そ の典型例 で、 と に か く “勘"、 “気配" と し て
逃 げ る と い う 選択が生 き 残 り に 有利 に 働 い た こ と に 違 い な い。
こ の 選択促進説 と 関連 し て、 感情 は記憶の機能 に も 影響を及ぼ し て い る 。 そ れ は 日 常生活の 出
来事 に対 し て何を ど れ だ け の期間、 記憶 し て い る か の重み付 け を行 っ て い る 可能性が あ る O 日 頃
何を食べ た の か、 友人 と 何 を話 し て い た か は一週間後 に 思 い 出 す こ と は な い 。 し か し 、 彼氏や彼
女 に 初 め て恋を打 ち 明 け た こ と 、 親が死ん だ こ と 、 大学 に 合格 し た こ と な ど、 忘 れ ろ と い っ て も
忘れ る こ と の で き な い 記憶で あ る O こ の記憶 の 取捨選択を行い、 どれだ け の 期間覚え て お く か の
出来事の重み付 け を感情は行 っ て い る 。 と い う の も 印象 的 な 出来事 に は 出来事の重要性、 一回性
な ど に 関連す る 感情が必ず伴 っ て い る か ら で あ る 。 親 の 死 は深 い 悲 し み を伴い、 大学の合格 は 強
い喜びを伴 っ て い る O そ れ ら が脳 の 記憶 に 影響 し 、 そ の 記憶が さ ら に選択の速度を速め て い る 可
能性が あ る O 過去の 強 い経験がす ぐ に 参照 さ れ選択の 速度 を速 め 、 判断の迅速化 に貢献 し て い る
こ と に な る 。
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3 . ま と め
感情の発生理論 に つ い て、 考慮す べ き 変数の特性 と 理論 に つ い て考察 し た。 そ の 中で、 開放系
で不確実 な情報 に 基づ い た理論が構築で き る か を考え た と き 、 進化論の概念 は結果 に よ る 選択 と
い う 基本的考え方の た め に、 一見合理的 な説明 に 見え る が、 進化論か ら 感情 の 必然性を前 向 き 論
理構成 に よ っ て説明す る こ と は で き な か っ た。
進化 ゲ ー ム は利得、 適応度最大化 の指標 に よ っ て、 動物の利他的行動、 協力行動、 欺 き な ど、
か な り の行動の発生を理論付 け る こ と に 成功 し た が、 感情の発生を理論付 け、 ま た は価値変数 と
し て導入す る こ と に は未だ成功 し て い な い。
感情の機能の面か ら の 変数の 困難 さ を外れて、 選択の 迅速化 に 対す る 感情 の 関与 は、 一つ の 感
情の理論的存在理 由 と も 考え ら れ る O
こ れ ま で の感情 の発生の理論 は進化論を 中心 と し た 事実 の追認的 な も の と 、 哲学 に お け る ア プ
リ オ リ な 人聞 は こ う あ る べ き だ の道徳観念論的 な も の に 分 け ら れ た が、 そ の ど ち ら も 自 然 を 理解
す る の に 説得力 が な い よ う に 思 え る O
唯一、 進化ゲ ー ム の手法が理論化 の 最 も 近道 の よ う に考え ら れ る が、 感情 に 関す る 変数、 ま た
は評価関数 を見つ け ら れ な い で い る 。 脳 と い う 実体 の 中 で感情が再現 さ れ、 神経細胞 と い う 中 の
情報処理 に よ り 再現 さ れて い る と 考え る な ら ば、 神経情報処理の概念を発展 さ せ る こ と が一つ の
方略に な る 。 神経細胞 に よ る 行動決定 の 確定化 フ。 ロ セ ス 、 オ ー プ ン 系 の情報 の取 り 扱 い 、 確率論
的 な 情報か ら 確定論的 な 情報の展開 な ど、 個 々 の議論が脳の 中で見え て く れ ば、 感情の理論 も ま
た 可能性が広が る で あ ろ う 。
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Addressing Pre-program Anxiety for Japanese Students Studying 
Abroad 
Lesley D. Riley, Nick Shackleford 
Abstract 
This study evaluates the impact of an intensive pre-departure orientation program on the success of a 
short term Study Abroad program, English+ Medicine, at a national university in Japan. The study 
primarily identifies areas of anxiety for study abroad participants and examines the extent to which 
the students use language learning strategies (LLS) to help overcome their anxieties both before and 
during the program. In addition, the study identifies key factors that help determine success of Study 
Abroad programs for both students and organizers. 
1. Introduction 
Each year an estimated 10,000 Japanese students participate in short-term English language Study Abroad 
programs which combine formal classroom learning of English and very often a placement in a homestay family. 
Useful pre-departure orientation provided by the Japanese institution and careful management by the host institution of 
both the formal learning environment and the homestay placement can make this a rewarding experience for Japanese 
students. The overseas English language classroom experiences, combined with quality homestay placement, can 
provide students with multiple opportunities to activate their language skills in both the classroom and in authentic 
English speaking environments. Many Japanese students, however, experience anxiety about the expectations of the 
classroom and homestay components of the Study Abroad program which may compromise their ability to take 
advantage of the opportunities for language activation provided in the overseas experience. 
2. Literature Review 
Anxiety about the Homestay Program 
A previous study undertaken by Shackleford (2001) found that anxieties about entering a homestay family 
exist particularly around 1) cultural issues (e.g. giving gifts), 2) accent and vocabulary, and 3) finding topics and joining 
others in conversations and household rituals such as bathing, laundry, dishwashing roles, and appropriate bedtimes. 
Anxiety about language learning 
A number of studies address the fact that learners have differing classroom expectations and thus 
" . . .  frequently experience 'language anxiety' a type of situation-specific anxiety associated with attempts to learn a 
second language and communicate in it" (Ellis, 1994. p.480). Ellis maintains that prior to learners focusing on any new 
-67-
Lesley D. Riley, Nick Shackleford/JLAS (vol.37, 2009) 67-78 
learning task, they need to feel stress-free and secure. In relation to this issue, a study by Allen and Herron (2003) 
indicates that language anxiety may be reduced by pre-study abroad intervention. One form of intervention is to attempt 
to make learners aware of language learning strategies (LLS) to use before, during and after travel abroad. 
Rationale for LLS intervention to help reduce anxiety 
Adams (2000) conducted a pre-post study using Oxford's Strategy Inventory for Language Learning (SILL) 
which showed those students who increased their use of LLS also improved language proficiency. However, it is clear 
that most students don't increase their use of language LLS if left to their own devices, emphasizing the need for 
explicit instruction or awareness. Given the multiplicity of variables in study abroad, there are many parallel areas 
where there are often large gaps in student knowledge about what to do when they experience language problems and 
difficulties, in tum often leading to increased anxiety. 
In research on maximising the effectiveness of Study Abroad programs, Cohen et al (2005) suggest that 
" ... many study abroad students lack an understanding of language learning strategies and consequently do not usually 
have a strategic plan of action for enhancing their language learning ability while abroad" (pp.lS-16). Cohen's work 
also includes a Students' Guide aimed at helping students make the most of their respective language learning situations 
during overseas study. The Guide contains sets of learning strategies that can be used as tools to assist negotiating 
environments as self-empowered learners. 
A major study by Ife (2000) ·looked at LLS use by study abroad learners. He concluded university students 
didn't make the most use of their environment and were not proactive enough. In advocating the use of LLS for learners, 
he designed a 'Travel Activity Pack' which included LLS from Oxford (1990). 
3. Research Questions 
1. To what extent are learners enabled to overcome their anxiety through participation in pre-departure 
orientation sessions? 
2. To what extent can LLS awareness and use help learners overcome their anxiety? 
3. What are the key factors in a Study Abroad program that determine success for learners and program 
organizers? 
4. Participants 
The first cohort to participate in a study abroad program at Unitec New Zealand, Auckland, were 14 Japanese 
students (Female=l 2, Male =2) from the Faculties of Medicine, Nursing and Pharmacology at the University of Toyama, 
Japan. Their English level was broadly identified as Pre-Intermediate (12) and Intermediate (2). Only 2 students had 
previous study abroad experience. The 3-week homestay study abroad language program, English+ Medicine, was 
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5. Instruments 
A pre-program questionnaire (See Appendix A) was used to help determine levels of anxiety around homestay 
and classroom study of English, and to investigate motivation and goal clarification as well as the students' level of 
preparedness prior to departure. A post-program questionnaire was used to compare anxiety levels on completion of the 
study abroad progr�m and also to examine what language learning strategies were used during the program to reduce 
anxiety. Post study interviews were conducted in Japanese with returnees. Students were also given the option of 
keeping written diaries during the program. Two students did so and gave permission for the content to be collated. 
6. The Pre-departure Orientation Program 
A preliminary meeting conducted in Japanese provided administrative information about selected homestay 
families and a detailed course program in the host country. The following pre-departure orientation sessions were 
designed and delivered with the aim of addressing as many learner needs as possible. Three 2-hour meetings in 
workshop style were held over one week, concluding 7-10 days before departure and conducted in English only. 
Workshop 1: Focus on "New Zealand" 
The first orientation session was designed to familiarize students with information about the host country -
New Zealand (NZ). Information collected from the Internet and travel brochures was used to develop activities in line 
with this aim. Importantly, the activities were also designed to incorporate an awareness· of LLS and to make these 
salient to the learners. Paralleling this, a primary aim of all three orientation workshops was to elicit areas where 
students felt anxiety. Examples of activities for Workshop 1 are presented below: 
• Fun Quiz on NZ aimed at motivating students' interest. LLS made salient were guessing and applying prior 
knowledge. 
• Short lecture on NZ history plus interesting facts about NZ. Note taking was the primary LLS. 
• Students examined brochures, maps, and posters and prepared written questions about topics about which they 
had concerns or a need for more factual information. LLS addressed were: formulating questions 
independently or by sharing knowledge with a partner or in small groups. 
• Introduction to the Pre-Study Abroad Survey (See Appendix A). Students were asked to carefully evaluate 
themselves, predict needs and identify any emotional feelings linked to worry or anxiety. The survey was 
explained, begun in the classroom and students completed it overnight. 
Workshop 2: Focus on "Homestay" and "The English Program" 
The second orientation session included focused topics on Homestay and the English Program. Workshop 
activities also addressed areas of anxiety and were based on subsequent and immediate feedback gathered from the pre­
departure survey issued in Session 1. Further activities were as follows: 
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• Pre-departure surveys were collected and checked for those areas of high anxiety that could be addressed 
immediately in the workshop session. 
• Careful attention was given to an overview that Unitec New Zealand provided about Homestay, in English and 
Japanese. This included information on procedures and rules of the Homestay connected to food, laundry, 
bathroom use, using telephone, smoking, valuables etc. 
• For preparation outside class time, students were encouraged to prepare a Homestay 'Self-Introduction' such 
as photos of self, family, friends, university life etc. 
• A broad overview of the English language program was presented that provided students with knowledge 
about the language program's classroom focus and other educational events, that they would do a Placement 
Test on arrival, and be integrated with students from other countries. 
• Group work: students formulated more questions on both topics in preparation for Workshop 3. 
Workshop 3: Focus on "Asking Questions" 
Workshops 1 and 2 provided triggers for a question and information-seeking third Workshop Session which 
covered all topics and filled more detailed information gaps based on individual needs. 
• Sessions 1 and 2 were reviewed and further visual material such as handouts and realia were provided. 
Students formed groups and used individual notes to formulate final questions. Examples of questions and 
concerns raised from Session 3 included the following topics- many of them were practical and interestingly, 
not connected to the language classroom: 1) money and practical issues - exchanging money, making 
international calls, 2) travel and communication -bus passes, schedules, 3) food - buying food, lunch costs, 4) 
weather -clothing, sunscreen, 5) cultural concerns and cultural differences, 6) shopping and sightseeing -shop 
hours, city guides. 
• The benefits of diary writing. Finally, students were introduced to this optional task to consider doing during 
the study abroad experience which involved recording events, reflecting on new life experiences abroad, 
documenting personal memories and practicing language learning skills. Students were told that these could 
provide a chance to improve language learning skills and retain memories. 
Finally, Session 3 included brief discussion about LLS aimed at reducing anxieties during the English 
Language Studies program. Those pre-departure LLSs already used and perceived as being useful by students were 
identified. The LLSs identified were: listening to English tapes; looking on the Internet about New Zealand; talking to 
English speakers and listening to English on TV and the radio. 
7. Results 
For the purposes of this paper, results focus on data from the pre-questionnaire (Part A, Homestay, and Part C, 
Studying English) and present brief summarized results from the post-questionnaire. Pre-questionnaire results indicated 
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anxieties prevailed primarily around unknowns of homestay and secondly around the English language program. Within 
the homestay environment, three main areas were revealed: 1) communicating with the host family, 2) cultural issues 
and 3) household routines. 
Homestay Anxieties 
Communication with the Host Family 
Prior to departure, some anxiety was experienced by most students about ·communication with and 
understanding their host family, the New Zealand accent, thinking of topics of conversation, using the telephone; 
talking about their country; getting lost and talking about personal problems. 
After the program, except for two students, most anxieties were reduced in all areas; in particular, most found 
it easier to understand the host family more than they had expected. Anxiety increased for two students when talking 
about personal problems. 
Cultural issues 
Before departure, high anxiety (80%) was shown around knowing the right thing to do culturally, for example, 
choosing and giving the right gifts. However, post program feedback showed a significant decrease in anxiety regarding 
cultural expectations and behavior. 
Household routines 
Encouragingly, pre-departure results showed low anxiety around change of food and expected bedtimes. 
However, there was some anxiety around different bath systems (33%) and coping with laundry (50%). Post-program 
results showed a decrease in anxiety for most household routines except for different bath systems (25% increase). 
Overall, the majority of students clearly moved from experiencing some anxiety over their homestay 
experience pre-departure to reporting, on return to Japan, little or no anxiety during their stay._Factors influencing the 
success of the Homestay program were helped by the pre-departure orientations, immediate homestay orientation on 
arrival at the New Zealand institution and the quality and experience of the hosting families. 
English Studies Anxieties 
Pre-departure results showed high anxiety about being able to understand the New Zealand teacher and not 
understanding the language classroom content. Some anxiety was indicated around being in class with students from 
other countries. However, there was no anxiety about having too much homework. 
For post-program results, only three students remained a little anxious about not understanding the teacher, and 
only one student remained a little anxious about not understanding the course content. There was no anxiety about being 
with non-Japanese students but two students became anxious about too much homework. 
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Overall, the majority of students clearly moved from experiencing some anxiety over their English language 
studies experience pre-departure to reporting, on return to Japan, little or no anxiety. Factors influencing the probable 
reasons for this shift are presented later in this paper. 
How adequate was the preparation given in the orientation? 
It is not easy to evaluate pre-departure orientations until students return home, nor may the orientations 
significantly reduce their anxiety. Nevertheless, the authors believe that pre-departure intervention and training is more 
likely to lead to more successful learner experiences. Of 10 responses in this post-trip written survey, 6 students felt that 
they had "some" or "enough" preparation in pre-departure orientations. On the other hand, 4 students felt preparation 
was "inadequate". In particular, they felt there was not enough preparation for the language demands of the program 
especially in specialist Health Studies classes. 
Language Learning Strategy Use: Post-trip Interviews 
Students were asked: "What new strategies did you use to improve your English during the Study Abroad 
program?" Results showing success for those students prepared to be active both inside and outside the classroom are 
tabulated as follows: 
In the classroom 
Talking to classmates, not using dictionary in class, using context clues, checking with peers, listening for key 
words with fluent speakers, asking questions in class (One student reports: "In Japan, we are not able to ask. Japanese 
don't ask such kind of things but here is abroad so every time I had a problem I raised my hand and I tried to ask 
anything."), seeking help from teacher outside class time, making eye contact, getting information from non-verbal 
clues, using multiple sources of information to research class tasks, use of the Internet, use of the host family as a 
resource, collaborative work with classmates. Two examples from student diaries are presented below that show how 
students combined their use of LLS and made persistent efforts to be successful. 
1) "Day 1- I didn't understand homework. I asked a classmate (non-Japanese) but he didn't know. Then I went 
to the teacher's office to find out the homework. I threw pride out the window! I went to the teacher's office to ask 
questions many times. I used all ways. I recognize importance of trying to speak like English speakers, even if in error." 
2) " . . .  When I attended the first class, and I said didn't understand at all, Ms. Keiko said I should stay one week, 
then I would understand. But I thought I would not understand after 3 weeks, even if I tried as hard as possible, I could 
not understand, so I tried to be active, I should try to take information from any source . . .  " 
Outside the classroom 
Strategies included: using English on the train, on the bus, and in shops, (varying degrees of success), watching 
and discussing TV with the host family, talking· while doing household chores with the host family, talking, going to 
movies with friends from other countries. 
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In summary, those who presented with a limited range of language learning strategies during the post 
interviews also presented with high anxiety about language learning and communicating with the host family in the pre­
departure survey. Students with a range of language learning strategies experienced less anxiety before and during the 
language study and homestay program. 
Diaries 
Two students completed diaries identifying various events and experiences that caused anxiety on arrival and 
during the program. Positive feedback was also sprinkled throughout the diaries. 
Excerpts from student A's diary written from Day 1 to Day 21 included: 'In the first class I couldn't 
understand anything; I can understand the Health Studies lecturer. After 17 days in the program, he writes: "Lately I am 
beginning to understand what they are doing in class so it's getting a lot more fun. Still, English is very difficult for me; 
But classes become interesting; I'm not sure if my English has gotten better or not." 
Student B started writing her diary before her trip to New Zealand. At that point she felt pressures of fitting in 
exams, juku (study after school hours), and a planned ski trip. On arrival, she noted placement test pressure and 
difficulties with what she termed "corrupt' English, referring to New Zealand accents. The "most shocking thing was 
my electronic dictionary battery is flat!" She also felt that other students performed better and quicker than her and 
during a collaborative essay writing task, she notes: 'no-one knew the correct grammar so we could not get approval 
from the teacher'. Also, she felt her personal organisation was sometimes poor because she got lost on campus and was 
late for class. However, she enjoyed the specialty practical health activities, sightseeing trips and homestay family 
relationships. Although recognizing she needed to work on vocabulary, after 17 days she writes: "I understood what 
was going on today!" 
Thus, an interesting feature of diary data is that the two students independently felt a change for the better on 
Day 17. But just as the 'penny dropped', it was time to leave. This raises the issue of optimal or sufficient length of time 
of any study abroad program. 
8. Key Factors determining success 
For Learners 
Pre-departure, students had many opportunities to voice concerns in orientation meetings and avenues to relay 
these concerns to relevant parties. On arrival, homestay orientation at the New Zealand institution provided information 
and security along with the quality and experience of the hosting families. An orientation to the academic program at 
the New Zealand institution, the quality and the New Zealand teacher language program, the professional-expertise of 
teachers plus students' awareness and use of language learning strategies all contributed to adjustment to the language 
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For Administrators 
By ensuring the quality and experience of the hosting homestay families, obtaining input and feedback from 
pre-departure orientations in Japan and providing homestay orientations on arrival at the New Zealand institution, 
administrators in both New Zealand and Japan contributed to the success of the study abroad program. 
Time and timing were also important factors in both countries. In Japan, allowing adequate planning time for 
students to address all issues connected to pre-trip anxieties and problems was critical. Students have many tasks to 
complete and organize before leaving such as physics and chemistry tests, doing part-time jobs and arranging finance. 
In order to provide the necessary and relevant information, the timing of orientations was also important to allow a 
minimum of three pre-departure and on-arrival orientations. 
Dissemination of knowledge and shared knowledge for all "stakeholders" was a very important factor. In all 
groups, knowing what is happening, is likely to happen, or what is expected can enhance communication between 
groups leading to a smoother-running, more finely tuned program for client satisfaction. 
9. Conclusion 
The results of triangulated data presented to date (pre-post survey, pre-departure orientations, Unitec arrival 
orientation, student diaries and post program interviews) suggest that by identifying learner anxieties prior to and during 
a program, such anxieties can be addressed, to some extent, by program administrators, teachers, and homestay 
coordinators in order to help learners reduce and overcome their anxiety. 
Levels of anxiety interfere with learning. Although this study did not set out to focus primarily on LLS use, the 
data reveals a need to provide tools such as LLS to help learners learn. This paper suggests, as Cohen (2005) and other 
researchers do that without intervention to reduce anxiety, the success of study abroad programs will be unlikely to be 
optimized. 
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Appendix A .  Pre-departure Survey 
UNITEC, Institute of Technology, Auckland, New Zealand: Pre-travel survey 



















2. Do you think your English level is: 
a) beginner b) high beginner d) low intermediate ( chuu kurai) 
f) high intermediate g) low advanced h) advanced 
3. This 3-week study can transfer credits to Toyama University. This is: 
a) very useful b) useful c) not important 
4. What type of place to stay do you like to stay? (you can circle more than one) 
e) intermediate 
a) hotel b) apartment c) home-stay d) student room on the university campus 
e) other ......... ........................ . 
5. Is this your first time to study English abroad? Yes ( go to next section ) No 
IfNo, where else have you studied English abroad? ___
_
__________ _ 







6. When abroad, did you have a home-stay family? Yes No. If No, where did you stay? _________ _ 
A. HOMESTAY. How anxious are you about your home-stay experience? 
Please write 1-4 next to each question. 
1 = not at all anxious 
(shimpai shite inai) 
I am ..................... about: 




1. . ....... communicating in English with my host family 
2. . ....... not understanding what host family members say 
3. . ....... not understanding the New Zealand accent 
4 = very anxious 
(totemo shimpai) 
4. . ....... not knowing the right cultural thing to do in daily life (e.g. at the dinner table) 
5. . ....... thinking of topics to talk about in conversation with the home-stay family 
6. . ....... not being able to tell about my country 
7. . ....... not liking the food 
8. . ....... not having rice every day 
9. . ....... talking about my personal problems 
10. . ....... not knowing what to do or say if my host family has a problem 
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11. . . . . . . . . using a telephone in English 
12. . . . . . . . . not having another Japanese speaker in my home-stay 
13. . . . . . . . . using a knife and fork and not chopsticks (hashi) 
14. . . . . . . .. being expected to go to bed early (many NZ families go to bed early) 
15. . . . . . . .. sleeping in a western-style bed 
16. . . . . . . . . using a different bath system (for example, taking short showers) 
1 7. . . . . . . .. doing laundry 
18. . . . . . . .. having a health problem (getting sick) 
19. . . . . . . . . not being able to smoke inside the house 
20. . . . . . . . .  getting lost or having difficulty finding niy way to campus (maigo ni naru) 
21. . . . . . . . . choosing the right thank you gift for my host family 
22. . . . . . . . . missing family and friends in Japan (homesick) 
23. I would like a home-stay: 
a) all of the time b) most of the time c) some of the time 
24. During home-stay, I would like: (you can circle more than one) 
a) to have my own room 
d) none of the time 
b) to share a room with a family member (home-stay son or daughter) 
b) to share a room with another Japanese student (futari beya) 
c) to share a room with a student from another country 
d) to not share a room but have a student from another country in the same home-stay 
25. Writing a letter of introduction to my home-stay family before I arrive would be: 
a) very helpful b) helpful c) a little helpful d) not helpful 
26. In Toyama University orientations, do you feel you: 
a) had enough preparation b) had some preparation 
B. REASONS for STUDYING ENGLISH in New Zealand 
Please say how important each question is. 
1 = not important 2= not so important 
(juuyoo dewanai) (sukoshi yuuyoo) 
I want to go on this international exchange: 
1. . . . . . . . to improve my speaking in English 
2. . . . . . . . to improve my listening in English 
3. . . . . . . .  to improve my reading in English 
4. . . . . . . .  to improve my writing in English 
3 = important 
(juuyoo) 
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5. . ...... to improve my grammar in English 
6. . ...... to improve my vocabulary in English 
7. . ...... to learn NZ English phrases 
8. . ...... to learn idioms 
9. . ...... to learn non-verbal (gesture) ways to communicate 
10. . ...... to make friends with English speakers 
11. . ...... to see movies in English with no Japanese sub-titles 
12. . ...... to have fun 
13. . ...... to do activities outside the classroom 
14. . ...... to live in a foreign country 
15. Other . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . 
16. How important is it to have a bi-lingual person available all of the time? 
a) very important b) important c) not important 
C. STUDYING ENGLISH: How anxious are you about studying English? 
Please write 1-4 next to each question. 
1 = not at all anxious 2 = a little anxious 
(shimpai shite inai) (sukoshi shimpai) 
1. . ...... not understanding the teacher 
3 =anxious 
(shimpai) 
2. . ...... not understanding the content (naiyoo) of the lesson 
3. . ...... being in a class with students from other countries 
4. . ...... having too much homework 
5. . ...... not having enough homework 




7. How interested are you in the main study topic "English + Medicine"? (circle one) 
very interested interested a little interested not interested 
8. What did you do to prepare for your trip to New Zealand? (you can circle 1 or more) 
a) read English newspapers b) read English magazines c) read an English book 
d) listen to English tapes e) listen to English on TV or radio f) talk to English speakers 
g) write notes about Japan in English h) go to an English movie i) look on the internet about NZ 
j) nothing k) other---------------------------------
Suggestion: While you are in New Zealand, please try and write a diary (in Japanese is OK) describing: 
a) Your feelings while you are in home-stay and in an English classroom. 




















semantics) 1)に代表されるように、 主として意味の歴史的変化を取り扱っていた。 20世











松倉 茂/JLAS Cvo1.37， 2009) 79-81 
意味論を大きく分けると、 語のレベルの意味論と文のレベルの意味論が想定される。 語
のレベルの意味論は、 語(正確には語葉素くlexeme>)とそれに対応する意味(正確には
意義素くsememe>)関係の研究であるが、 この意味を構成する意味特徴は、 通常、 成分分
析(componential analysis)によって示される。 それは、 意味が無限に細かく分析されて






う解釈意味論(interpretive semantics)と、 意味構造を最初から設定しておき、 それを文
にまで変換していこうとする生成意味論(generative semantics)がある。 しかし、 解釈的
な考え方に関しては、 文のどのレベルの構造が解釈を付与するかについて様々な議論があ
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